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RESUMO

O Geénero Colletotrichum apresenta ampla variabilidade genética,
demonstrada pela ocorréncia de diversas racas épétag e caracteristicas
fenotipicas. O objetivo com este trabalho foi cmazar 22 isolados d€.
lindemuthianume Colletotrichumspp. oriundos de lesdes de antracnose e de
sarna do feijoeiro e também, verificar a relacaimeeassas espécies do género
Colletotrichum que habitam lesGes de antracnose e sarna do irfeijo®
caracterizacao foi realizada por meio da morfolatfia colénias, tamanho dos
conidios, presenca de septo, germinacdo, taxa ptrulscado e crescimento
micelial, marcadores moleculares por PCR dos gema&ting- type e Inter-
Retrotransposon Amplified Polymorphism (IRAP) e lem, testes de
patogenicidade. Os isolados deolletotrichum spp. apresentaram ampla
variabilidade para todas as caracteristicas awajaglidenciando a ocorréncia
de mdltiplas espécies. A partir do teste de pategitle, verificamos que a
avaliacdo da severidade da doenca causada peladosodeColletotrichum
spp., deve ser realizada tardiamente, ou sejal @dés. Na analise molecular,
apenas os isolados @e lindemuthianunforam agrupados pelo marcador IRAP.
Para os caracteres fisiol6gicos, observou-se qaescimento micelial d€.
lindemuthianumé bem mais lento que dos demais isoladoSaléetotrichum
spp. avaliados. As relevantes informacfes geradgagstudo confirmam a
variabilidade existente nas espécies e direciondgnnds estudos na area basica
desses patdgenos na area aplicada no control®dasas do feijoeiro.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum Variabilidade genética.
Colletotrichum truncatumSarna do feijoeiro. Antracnose.






ABSTRACT

The Colletotrichum genus presents a large genetic variability, as is
demonstrated by the occurrence of several pathogmwies and phenotypic
characteristics. The objective of this study was doaracterize 22C.
lindemuthianumand Colletotrichum spp. isolates recovered from anthracnose
lesions and bean scab, and also to verify theioaeldietween these species from
the Colletotrichum genus, which inhabit anthracnose and scab lesiofise
characterization was performed by analyzing colotorphology, conidia size,
the presence of septa, germination, sporulation ragcelia growth rates, in
addition to the PCR of mating-type genes, IRAP meskand pathogenicity
tests. TheColletotrichum spp. isolates presented a wide variation to al th
evaluated characteristics, showing the occurreficaultiple species. With the
pathogenicity tests, we verified that the evaluatié the severity of the disease
caused byColletotrichum spp. isolates must be performed 17 days after
inoculation. On the molecular analysis, only te lindemuthianumisolates
were grouped by the IRAP markers. For the phygiold characters, we
observed tha€. lindemuthianunmycelia growth is much slower than that of the
evaluatedColletotrichumspp. isolates. The relevant information generated
this study confirms the variability in the specas direct future studies to the
basic and applied area of bean disease control.

Keywords:Colletotrichum lindemuthianunGenetic variability. Colletotrichum
truncatum Scab bean. Anthracnose.
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1 INTRODUCAO

A antracnose do feijoeiro é uma das doencas fusgice se destaca
provocando grandes perdas na produtividade e Halade dos graos. A doenga
€ causada pelo fung@olletotrichum lindemuthianupforma anamorfica. Nas
folhas, as lesdes ocorrem, inicialmente, na faeiah ao longo das nervuras,
como pequenas manchas de cor pardo-avermelhads damam café-escura a
negra. No peciolo e no caule, as lesGes sao ogalddprimidas e de coloracao
escura. Nas vagens, as lesdes sdo arredondadaisnidiep e apresentam o
centro claro, delimitado por um anel negro levemegmbtuberante, rodeado por
uma borda de coloracdo laranja-avermelhada. Solpermtura e umidade
adequadas, observa-se a esporulagdo rosada noo celds lesdes
(SARTORATO, 1988). Nos Ultimos anos tém sido olgtidmmhagens de
Glomerella cingulataf.sp. phaseoli(forma teleomorfica) a partir de lesdes de
antracnose (PINTO, 2012). Essas linhagens témisidstigadas por meio de
caracterizacdo, morfoldgica, citolégica e molecul@@ARCELOS, 2010;
PINTO, 2012) e os resultados obtidos indicam gartde outra espécie, ou seja,
ndo a fase teleomédfica d€. lindemuthianum(BARCELOS; SOUZA,;
VAILLANCOURT, 2011). Na populacdo avaliada por essatoras, a maioria
das linhagens mostrou-se ndo patogénicas, no entalgumas linhagens se
destacaram por apresentarem sintomas brandos masasedas folhas e caules
de plantulas inoculadas de feijoeiro. Essas linhaderam obtidas a partir de
culturas monoascospoéricas e apresentaram colémmdiais. E importante que
essas linhagens sejam avaliadas detalhadamenttestes de patogenicidade
uma vez que co-habitam lesdes de antracnose.

Além da antracnose, nos campos experimentais dogrgmnas de
melhoramento do feijoeiro tem sido observada aréoota de sarna e as duas
doencas ocorrendo simultaneamente nos mesmos deeieigetais. Nestes
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tecidos, os sintomas se confundem principalmente faklnas e caules. Os
primeiros sintomas da sarna podem iniciar-se aiedastadio de plantula com a
formacdo de uma zona de tecido mais clara poueonaada regido do colo da
planta. Com o desenvolvimento da doenca o tecidoaise necrosado
apresentando uma coloracdo castanha. Estas lesésesern no sentido
longitudinal do caule e aumentam de tamanho poddodmr todo o seu
didmetro. Nas vagens, surgem pequenas manchassnegs quais também
contém os acérvulos do fungo (COSTA et al., 208%)informacdes sobre a
sarna do feijoeiro s@o escassas e torna-se ndeessw investigacao criteriosa
sobreColletotrichum truncatunrelatado como o agente causal.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabfdhavaliar isolados de
C. lindemuthianune isolados deColletotrichumspp. oriundos de lesbes de
antracnose e de sarna do feijoepor meio de caracteres morfolégicos,
citolégicos, fisiol6gicos, marcadores moleculareesies de patogenicidade, e
também, verificar a relacdo entre essas espégigemkroColletotrichumque
habitam lesGes de antracnose e sarna do feijoEgsas informacfes séo
importantes para o conhecimento das interacdes esses patossistemas e para
os programas de melhoramento do feijoeiro visanddtancado de cultivares
resistentes a essas doencas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Feijoeiro comum

O feijoeiro comum Rhaseolus vulgarid..) € um dos componentes
basicos da dieta alimentar em paises em desenwitimdas regibes
subtropicais, sendo uma importante fonte de praseicarboidratos, ferro e fibra
alimentar, especialmente para a populacdo de bamda (GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2007). O Brasil € o maior produt®iconsumidor mundial dessa
leguminosa, com producao anual de 2,86 milhdesmdddas (BRASIL, 2013).
Os principais produtores sdo os estados do Pakinas Gerais, Bahia, Sao
Paulo e Goias (BARBOSA; GONZAGA, 2012). No entardoprodutividade
média do feijoeiro em todo o territério nacionalda esta muito aquém de seu
potencial produtivo, com rendimento de 940 kg/INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2013), devido ama série de
fatores bidticos e abibticos, dentre os quais sstadem os problemas
fitossanitarios, que acarretam perdas para a quidice a produtividade do
feijoeiro (BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Entre os fatores limitantes, que contribuem parareducdo da
produtividade, a instabilidade e o alto risco dalantacdo da cultura estdo as
doencas. Dentre as doencas fdngicas, as mais ca@@angntracnose, mancha
angular, mofo-branco, ferrugem, murcha-de-fusariamuma nova doenca
denominada sarna (PAULA JUNIOR; WENDLAND, 2012).

As doencas fungicas tém exigido a aplicacdo fregude fungicidas,
contribuindo para elevar o custo da producéo, &gactnacao dos produtores e
do ambiente. Assim, comalternativas no controle das doencas, destacam-se a

obtencdo de cultivares resistentes, o uso de semaatias e a rotacdo de
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culturas (PAULA JUNIOR; WENDLAND, 2012). No entantaim fator
limitante na obtencdo de cultivares resistentegeéng maioria dos casos a vida
Util da cultivar resistente é pequena, uma vez @umtdgeno possui grande
variabilidade e “quebra” a resisténcia obtida (BORIMIRANDA, 2005).

2.2 Antracnose do feijoeiro

A antracnose é uma das principais doencas fundizéesijoeiro-comum
em regides subtropicais e temperadas, especialmemtelocalidades com
temperaturas moderadas a frias (13 °-27 °C) euatidade relativa (acima de
91%) (KIMATI, 1997). As perdas ocasionadas por ekianca podem ser da
ordem de 100%, principalmente quando sementes roorddas ou cultivares
suscetiveis sdo utilizados para plantio e ocorrariogos prolongados de
condicBes favoraveis ao seu desenvolvimento (CHAVE®B0). Além de
diminuir o rendimento da cultura, os sintomas d#&aanose depreciam a
qualidade do produto, por ocasionarem manchas méss,gtornando-os
impréprios para o consumo (DALLA PRIA; AMORIM; BERG®GAIN FILHO,
2003).

Os sintomas da antracnose aparecem em todos ogiosstde
crescimento, na parte aérea da planta a partiingde cias do contato com o
fungo (CHAVES, 1980; KIMATI, 1997). O patdgeno podfetar as sementes,
produzindo lesdes nos tecidos dos cotilédones. éisestes infectadas séo
ligeiramente descoloridas, podendo apresentar @sncuja coloracdo varia de
amarela a café-escura ou negra (SARTORATO, 1988{AMARTZ, 1994).
No peciolo e no caule, as lesGes sao ovaladasieas e de coloracdo escura
(SARTORATO, 1988). Nas folhas, as lesdes ocorranitialmente, na face
abaxial, ao longo das nervuras, como pequenas @asndb cor pardo-

avermelhada que se tornam café-escura a negravadgms, as lesbes sdo
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arredondadas, deprimidas e apresentam o centm delimitado por um anel
negro levemente protuberante, rodeado por uma badedaoloracédo laranja-
avermelhada. Essas lesbes podem coalescer e gatmislmente as vagens. Sob
temperatura e umidade adequadas, observa-se aillagforrosada no centro
das lesb6es (SARTORATO, 1988; SCHWARTZ, 1994).

O agente causal da antracnose é conhecido Quitetotrichum
lindemuthianum{Sacc & Magn.) Briosi & Cav. e a disseminagéo dpstégeno
ocorre a curta distancia por meio de respingosdeas, implementos agricolas,
homem, insetos e varios outros agentes, e a lomgandia, por meio de
sementes infectadas (VIEIRA; VIEIRA; RAMOS, 1993ssas sementes
representam a maior fonte de in6culo do ponto sia épidemioldgico, além de
promover o intercambio de diferentes ragas entdiv@ssas regides produtoras
(RAVA; PURCHIO; SARTORATO, 1994; SILVA, 2004). O wmeno
sobrevive de uma estacdo a outra, ou de um cudtiautro, como micélio
dormente no interior do tegumento da semente rakasd&los cotilédones ou em
restos culturais, na forma de esporos (VIEIRA; PAULUNIOR; BOREM,
2006).

Para o0 sucesso no desenvolvimento de cultivarestaees a
antracnose, algumas informacGes sdo necessariig, @as destacamos o
conhecimento dos niveis de variabilidade dentroteeg@opula¢des do patdégeno
e a determinacgdo das racas predominantes em gadla de cultivo do feijoeiro
comum (PINTO et al., 2010; RODRIGUEZ-GUERRA et 2D03).

2.3 Sarna

A sarna do feijoeiro comum € uma doenca identiicegtentemente na
cultura do feijoeiro, podendo causar perdas eni@®& da lavoura. Encontra-

se distribuida principalmente nos Estados de Golmas Gerais. Os primeiros
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sintomas da sarna podem iniciar-se ainda no estiédidantula com a formagéo
de uma zona de tecido mais clara pouco acima déorelp colo da planta. A
medida que a doenca se desenvolve o tecido tornaegesado apresentando
uma coloracéo castanha. Estas lesfes crescemtitndengitudinal do caule e
aumentam de tamanho podendo tomar todo o seu d@rResteriormente, nas
areas necrosadas pode ser observado um grandeondenecérvulos, que sao
estruturas de reproducéo assexual do patégenod@estes sintomas ocorrem,
as plantas murcham e morrem. Nas vagens, surgeuemes manchas negras,
nas quais também contém os acérvulos do fungosdtarma doenca detectada
recentemente na cultura do feijoeiro comum, ainda sdo conhecidas as
medidas de controle. Entretanto, como o fungo peele transmitido pelas
sementes, recomenda-se o emprego de sementes dediidade fitossanitaria.
Recomenda-se, também, nao cultivar o feijoeiro isterma de plantio direto
apoés a cultura de milho ou sorgo, se houver higid@a doenga (SARTORATO,
2002).

O agente causal da sarna é denomin@ddetotrichum truncatum
Testes de patogenicidades foram realizados na Ppahtilizando isolados de
C. truncatume Colletotrichum graminicolaprovenientes do sorgo e do milho.
Constatou-se que esse novo patégeno € extremanagnéessivo, sendo
patogénico as trés culturas enquanto que os isDldelG. graminicolando se
mostraram aptos a causar sintomas no feijoeiranAlésses, outros testes de
patogenicidade foram realizados, inoculando o fuago plantas da cultivar
Pérola com 40 dias de idade. Os sintomas foramades apds 12 dias de
incubacao e o fungo foi reisolado, completandosspastulados de Koch, uma
exigéncia cientifica para associar um patégeno a determinada doenca
(COSTA et al., 2001).

O patégeno também causa doenca em outras espéoias, soja,

lentilha e feijdo-fava, no entanto, nestes casogjoanca é denominada
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antracnose. J& no feijdo-caupi a doenca é chamadaharcafé. Em soja, a
doenca pode causar a morte das plantulas, necogsgegiolos e manchas nas
folhas, hastes e vagens. In6culo proveniente desrete cultura e sementes
infectadas podem causar necrose nos cotilédonespape se estender para o
hipocotilo. O fungo afeta a planta em qualquer distéle desenvolvimento
podendo causar queda total das vagens ou detérotatal das sementes em
colheita tardia. As sementes apresentam mancha@midgs, de coloracdo
castanho-escuras, e nos estaddios R3 e R4 adquiteragdo castanha escura a
negra e ficam retorcidas (ALMEIDA et al., 2005).dédenca caracteriza-se por
apresentar, no estaddio de plantula, a chamadac&detatente, na qual o
patégeno infecta a planta, mas os sintomas da dpsacserdo observados em
estadios mais avancados do seu desenvolviment@effiiss e Yorinori (2001),
estudando a infec¢éo latente nas folhas e nasshdestsoja, observaram qQe
truncatume Cercospora kikuchiestavam presentes nos foliolos de soja, mesmo
na auséncia de sintomas no campo. A doenca é Gidargor elevadas
precipitacdes e altas temperaturas, principalmessesstadios finais do ciclo da
cultura (GALLI; PANIZZI; VIEIRA, 2007).

2.4 Colletotrichum

Y

Colletotrichum é um grande género pertencente a Classe dos
Ascomicetos (Glomerellaceae, Sordariomycetidae, Sordariomygetes
Ascomycota)abrangendo muitas espécies que causam a angaemosuitas
culturas (BAILEY; JEGER, 1992). Os fungos filamesds possuem ampla
distribuicdo geogréfica, sendo que os maiores dawosrem em ambientes
guentes e Umidos, ou seja, nas regides tropicaiab&opicais (WALLER,
1992). O género foi recentemente eleito o oitavds nmaportante grupo de

fungos patogénicos de plantas no mundo (DEAN g2@1.2).
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O foco do sistema de classificacdo é o estado afiam@o género,
uma vez que o teleomorfico € comum apenas em pasmEcies do género
(VAILLANCOURT; WANG; HANAU, 2000). No inicio do sédo XX,
centenas de espécies foram definidas com baseospedeiros dos quais eram
isolados (BUIATE et al., 2009). Em meados dos &t)sArx (1957) descartou
a maioria da pesquisa sistematica e consolidou deaitb0 espécies em apenas
onze, baseando-se em caracteristicas morfologicamicélio, dos esporos e
estruturas de frutificagdo em meio de cultura. Goraalizacdo de estudos mais
detalhados sobre morfologia, caracteres cultunpégpgenicidade, além de
outros, o numero de espéciesCialetotrichumfoi gradualmente aumentando.
Sutton (1980) apresentou uma chave de 22 espésiasegcelente sumario
sobre suas caracteristicas morfolégicas e sinosinfasteriormente, Sutton
(1992) baseando-se em estudos mais detalhadosvendol morfologia,
caracteres culturais e capacidade patogénica, eleam cerca de 40 espécies
aceitas. Algumas delas sdo mais especificas andetefos hospedeiros,
citando—se como exempld;. lindemuthianum(Sacc. & Magnus) Briosi &
Cavara a leguminosas, principalmente a feijao cortRimaseolus vulgar)s C.
musaeg(Berk. & Curt) von Arx a frutos de bananeifdu(saspp.), enquanto que
outras, comaC. gloeosporioide® C. acutatumpodem ocorrer em diferentes
familias de hospedeiros. Neste Ultimo caso, a ifiteatdo da espécie e/ou
espécies, somente com base morfoldgica, torna—séamtm dificil, devido a
variabilidade na expressdo dos caracteres adotaagindo, portanto, a
aplicacdo conjunta de outros métodos que possibiliuma diferenciacdo
correta (MENEZES, 2006).

As primeiras aplicacbes de dados de sequéncia de b distinguir
espécies d€olletotrichumforam publicadas por Mills, Hodson e Brown (1992)
e Sreenivasaprasad, Brown e Mills (1992), iderstiien variacdo nas

sequéncias da regido ITS1 de rDNA entre seis espéeColletotrichum bem
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como a detec¢do de polimorfismos na mesma regiie am linhagens de.
gloreosporioides de diferentes hospedeiros. Latunde-Dada et al99(19
estudaram uma combinacdo de morfologi&dbetotrichum forma e dimenséo
de conidios e atributos de crescimento com a tar@nonolecular, com base
nas sequéncias de nucleotideos da D2 e ITS-2 e2dideDNA. Nesse estudo,
comparou o isolado LARS 860 obtido de lesdo deaantise no feijdo- caupi
com outros isolados com a espécie determinada. Gesdtado, os autores
observaram que o isolado é distinto da espE€cidestructivune parece mais
intimamente relacionado com isoladoSGiagloeosporioides

As primeiras analises filogenéticas multilocus depéeies de
Colletotrichum foram publicadas por Talhinhas et al. (2002), destdo um
complexo deC. acutatune usando os genes tub2, HIS4 e mtSSU, encontraram
nos trés locos niveis semelhantes de resolucagefilitica. As andlises
multilocus se tornaram comuns gragas ao custo @igeseiamento reduzido e
sdo utilizadas sequéncias geradas a partir de,lt@isscomo, actina (ACT),
calmodulina (CAL), sintetase de quitina | (CHS-DNA liase (APN2),
manganés superéoxido dismutase (SOD2), a grandenisiaidie de RNA
polimerase Il (RPB1) e o fator de alongamento dalucdo lo (EFlo)
(CANNON et al., 2012). Em um trabalho realizado @annon et al. (2012)
usando analises multilocus em 119 espécie€alketotrichum foram obtidos,
por meio da andlise filogenética, nove grandesosladem como uma série de
pequenos grupos e espécies isoladas.

Alguns patdgenos pertencentes a esse género sabidiadficos, ou
seja, comportam-se como biotréficos no inicio deefde infeccdo, passando a
necrotréficos nas fases finais da colonizacdo deidde hospedeiro
(O'CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985). Apés a penetédo, forma-se
uma vesicula e inicia o crescimento intracelulathidas que se desenvolvem

dentro das células hospedeiras, sendo que a meanfieEmatica do hospedeiro
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permanece intacta, sendo esta a fase biotroficafedcdo em seguida, entra na
fase necrotroéfica, em que o fungo forma hifas mogdicamente distintas, sendo
estas as hifas secundarias e hifas necrotréficesphtém nutrientes da célula
hospedeira morta (PERFECT et al.,, 1999). No entamtgénero é altamente
diversificado, com diferentes subgrupos dentro de tnico complexo de
espécies que possuem diferentes niveis de viralé@si fungos hemibiotréficos
colonizam e sua interacdo biotrofica inicial com @dulas hospedeiras é
facilitada por pequenas proteinas secretadas petdogeno, denominadas
efetoras (SHARMA et al., 2011). Em contrapartidas, plantas evoluem
formando proteinas de resisténcia que reconhecerefaisres especificos
secretados pelos patdgenos (DODDS; RATHJEN, 200NESB; DANGL,
2006). Reconhecimento dos efetores por proteinapldatas resulta na morte
das células infectadas que restringem assim oigrestm do patdégeno (GAN et
al., 2013).

Genes expandidos nos genomas das espéciesligsotrichumincluem
sequéncias que codificam proteinas secretadas }(S§fes de sintese de
metabdlitos secundarios, proteases, hidratos dmmare enzimas degradantes.
Muitos SSP e genes de sintese de metabdlitos segomdoram regulados
positivamente durante a fase inicial da colonizad@bospedeiro, enquanto que
a fase de necrotrdfica de crescimento € caractierizeela regulacdo de
sequéncias que codificam enzimas de degradacéo AN 2013). O controle
da interacdo patdgeno-hospedeiro é realizado peadrde sinais quimicos entre
esses, que resultardo na ativacdo ou na repress@eterminados genes. A
manutencao dessa relacdo necessita de um finooleomgenético de ambos,
principalmente do patégeno que suprime as respaadefesa, a0 mesmo
tempo em que mantém a célula vegetal vidvel paparssuas necessidades
nutricionais (O'CONNEL et al., 2000).
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2.4.1 Origem da variabilidade

Devido a alta variabilidade das espéciesd#etotrichum manifestada
pela morfologia da coldnia, forma dos conidios,spnga e forma de setas,
apressorios, pigmentacdo, patogenicidade, além utieso caracteristicas, a
diferenciacdo de espécies @mlletotrichum,inter e intraespecificas, podem
feitas por outros métodos ndo morfoldgicos, osgaaipliam o conjunto de
caracteres usados para identifica—las, devendceprona forma de estimar a
diversidade genética e entender melhor a estratmrpopulacdo, notadamente
no nivel de subespécie (MENEZES, 2006).

Além da diferenciacdo morfolégica de espécies, asibdidade
diferencial a fungicida também tem sido utilizadamo ferramenta para
caracterizar a variabilidade entre isolados de um@sma espécie fungica
(TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR, 2006). Outroritério que
evidencia a variabilidade entre os individuos de wwopulacdo, é a observacéo
de diferencas fisiolégicas quanto a capacidade tdizagdo de diferentes
substratos. Além de diferengas no crescimento limice esporulagdo em
funcdo do substrato usado para o cultivo, diferenga agressividade ao
hospedeiro ja foram observadas. Esta caracteristiea diferenca na
agressividade, citada por Lenn e Brown (1991), ie§thamente relacionada ao
estado nutricional do fungo e o estabelecimentdritasacdes entre o patdgeno
e seu hospedeiro, afetando processos como germaindQ8 esporos e
desenvolvimento do patégeno.

A variabilidade em fungos pode ocorrer por difeesnhecanismos, tais
como mutagdo que atua criando a variabilidade, grasessos que ampliam a
variabilidade, como o ciclo sexual, parassexuaBdadanastomose entre hifas
(MENEZES, 2006) e também tipo de célula especiddizancontrada em
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diferentes espécies dolletotrichum denominada tubos de anastomoses entre
conidios (®nidial Anastomosis libes - CATs) (ROCA et al., 2003).

A formacdo de CATs entre conidios @e lindemuthianunparece ser
um processo tardio, uma vez que, estas estrutarémam observadas apos o
final da esporulacdo. Os CATs parecem ser um fenénmeuito comum em
fungos, mas informacdes sobre sua importancia ditdéeram escassas até
poucos anos atrds (ROCA et al., 2005). Estes augugerem que os CATs
podem ser importantes para incrementar as chaneesstbelecimento da
colénia e/ou para transferéncia de genes e suagbdsanprecisam ser
rigorosamente analisados, experimentalmente. Gmnidiidos por CATs foram
encontrados germinando mais rapidamente do queéliosrindividuais (ROCA
et al., 2003). Esse fenbmeno ocorre durante o cadeexual, dando a
oportunidade para genétipos diferentes da espécengar-se num complexo
comum (complexo formado pelas anastomoses). Edse pade levar ao
surgimento de fenoétipos diferentes, com base emoopreexistentes (ROCA et
al., 2004). Além disso, a porcentagem de formagdGAITs é influenciada pelo
meio de cultura utilizada para o crescimento dérdal pela idade da cultura,
sendo mais frequente em colnias mais velhas, leéfanvaria de acordo com o
isolado analisado (ISHIKAWA et al., 2010b). B lindemuthianuno CATs
tém sido estudado com detalhes. Ishikawa et allOf2) estabeleceu um
protocolo para observacao de CATs nesta espéaieméximo de fusdo de
conidios encontrada foi de 25,8%.

Ishikawa et al. (2012) realizaram andlisés vivo utilizando
fluorescentes vermelhas e verdes. Os autores @lbaervo comportamento
nuclear durante a fusdo de CATs. A incompatibileladb heterocario foi
observada entre as colbnias de linhagens vegetaite incompativeis,
resultando em morte celular. No entanto, a fusdoCAds entre conidios

uninucleados destes isolados incompativeis n&o ouaua reagdo de
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incompatibilidade. Os nucleos vermelhos e verdescdmbinagdo destes
isolados mostraram migrar de um conidio para ofdropando o heterocério e,
posteriormente, ocorreu a mitose. A formacédo ddepndcamarelos resultantes
desta combinacdo apdés a fusdo foi observada em @3F$6 heterocarios

formados. Neste mesmo trabalho, os autores comfimajue a formacdo de
heterocérios como consequéncia da fusdo de CATe gethr isolados com

fendtipos distintos, provavelmente devido a geratginovos genotipos. A partir
de testes de patogenicidade comprovou-se a oc@réacacas diferentes das
linhagens avaliadas, assim a fusdo de CATs é umamsno potencial de

recombinacdo ndo meidtica nesta espécie, geramibilidade por meio da

transferéncia horizontal de genes.

Pinto et al. (2012), avaliando uma populacdo deispdados deC.
lindemuthianumgpbservou ampla variabilidade na formacéo de CAT®g uez
gue apenas quatro ndo apresentaram a formaca@emporcentagem de fusao
foi de 60%. Os resultados indicam que a fusdo Hestule anastomose entre
conidios foi frequente nesta populacado, indicana® & recombinacédo assexual
pode estar auxiliando na geracéo de variabilidadeacespécie.

O ciclo sexual de fungos caracteriza, de formalgpeda existéncia de
um mesmo citoplasma de nucleos haploides com taigdes genéticas
distintas (dicarions) que se fundem em estrutupaspaiadas, produzindo um
ndcleo dipléide, que, quase imediatamente, sofri@sagrestaurando o estado
hapléide dos nlcleos (AZEVEDO, 1987). Souza, Camaignior e Pinto
(2010), estudando a reproducéo e a estrutura popoé deColletotrichum
verificaram que, apesar de ser encontrado na fegxaal e de suas estruturas
de reproducgédo sexuais ndo terem sido observadastuneza, sua organizagéo e
diversidade genética sdo mais semelhantes a delapdpe originadas de

reproducédo sexuada do que populagbes assexuatias. ln indicativo de que,
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realmente, ela pode estar ocorrendo no campo Easpla grande variabilidade
genética apresentada pela espécie.

Anastomoses de hifas permitem a troca do contel@dac entre
individuos diferente sendo este evento requeridaeacdes de compatibilidade,
inicio da reproducédo sexual, formacao de hetemmsriciclo parassexual e a
distribuicdo de nutrientes no micélio/colénia (GLHSIJACOBSEN; SHIU,
2000). Heterocério é a presenca de nucleos distimiomesmo citoplasma e é
conseguida em fungos filamentosos, por meio dast@mases entre hifas.
Segundo Azevedo (1998), para o inicio do processaspexual é necessaria a
heterocariose. O fendbmeno da heterocariose é uroriambe componente do
ciclo de vida dos fungos anamérficos e serve pararsmissao de fatores de
hipoviruléncia, tais como RNAs de fita dupla, difielo assim os componentes
de viruléncia ou gama de hospedeiros (LESLIE, 19@8)bora sejam 6bvios os
beneficios da formacgdo do heterocario, existem nigt®s genéticos que
restringem a sua formacdao entre individuos gemetiote diferentes (GLASS;
JACOBSEN; SHIU, 2000). Em fungos filamentosos existreconhecimento
sexual que é controlado por locomt (“mating types”) e o reconhecimento
vegetativo, controlado pelo loco especifivet (SAUPE, 2000). Quando dois
individuos se encontram, eles podem sofrer a foshitar ou anastomose. Se os
dois individuos tiverem o0 mesmo gendthpet ou vic, ocorre a heterocariose. Se
eles diferirem geneticamente para o loco, apesdusio de hifas, as células
heterocariéticas sdo rapidamente destruidas ou ®énseu crescimento
severamente inibido (SAUPE, 2000).

Acredita-se que a incompatibilidade vegetativa fme como um
sistema de reconhecimento de genotipos difererstes ljnitar a passagem de
elementos infecciosos, prevenirem a exploragdmpoleos mal adaptados e/o
prevenir que recursos sejam retirados durante eodepdo sexual, sendo,

portanto, um mecanismo de autodefesa em fungomdiitnsos (GLASS;
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JACOBSEN; SHIU, 2000). Saupe (2000) comenta gumegio dos gendweté
preservar a individualidade genética euda importante ferramenta para a
analise de populacBes em fungos (SAUPE, 2000).eRBac Souza e Silva
(2011) utilizaram 47 isolados pertencentes a ditee racas deC.
lindemuthianumpara analise de grupos de compatibilidade vegatf{iCG).
Neste trabalho, observou-se a formacdo de 45 grdeosompatibilidade
vegetativa, em que 44 isolados foram incompativei®em apenas uma
combinacéo foi observada a formacdo do heterocAraita incompatibilidade
entre o0s isolados utilizados neste estudo pode esqrlicada pela
autoincompatibilidade, pois a formagéo de heterosdpi baixa, evidenciando
a grande variabilidade existente nesta espécie.

No estudo de Pinto, 2012, foram usados quatrodeslaa populacéo
sexual estes formaram trés diferentes grupos deatibilidade vegetativa. Os
isolados UFLAG?21-1 e UFLAG46-1 foram compativeigertanto, pertence a
um mesmo VCG, o que indica que estas linhagensuuss mesmos
gendtipos para 0s genes que controlam a compdditiéi vegetativa. Entretanto,
os resultados da analise por meio de marcadoresDRAd® evidenciaram
nenhuma associacdo com a compatibilidade vegetathdicando que o
gendtipo semelhante para esse carater ndo temxaeB@nificativo na
similaridade genética entre os isolados. Ainda nassbs mutantes Nit
provenientes dos isolados UFLAG21-1, UFLAG46-1 eLAG112-1 poderéo
ser muito Uteis em andlises genéticas, se mantivareompatibilidade sexual,
exibida neste estudo, por seus parentais selvagens.

2.4.2 Colletotrichum lindemuthianum

O fungo é hemibiotréfico intracelular e se reprodsgexuadamente. Os

conidios sdo produzidos num corpo de frutificac@mothinado acérvulo e
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formam massas de cor salmdo ou mel no meio deraukendo unicelulares,
hialinos e oblongos ou cilindricos e germinam dis senove horas apés o
contato inicial com o caule (KIMATI, 1997).

O patégeno apresenta grande variabilidade morfmddisioldgica e
citologica. C. lindemuthianumapresenta micélio septado e ramificado com
coloracao variando de hialina & negra. Os confdizsam massa de cor salmao
no meio de cultura, variando de 14,46-18,98 x 4,09 um. Os conidios podem
ou ndo produzir septo apos a germinagdo, podendtir &@m ou mais tubos
germinativos, que podem formar apressorios ou eptadinuar crescendo
formando as hifas e micélio (PINTO et al., 20123. dpressorios sdo marrom-
escuros, clavados ou ovalados com dimensfes deBwm (SUTTON, 1992).

C. lindemuthianumpossui ampla diversidade de viruléncia, o que
justifica o elevado nimero de racas fisiolégicastertes e a complexidade no
emprego da resisténcia genética (PEREIRA et alQREsta alta variabilidade
torna essencial 0o monitoramento constante desi@ggad para auxiliar os
melhoristas de plantas no desenvolvimento de nowlivares resistentes de
feijdo, como principal alternativa no controle daedca (RAVA; PURCHIO;
SARTORATO, 1994).

Atualmente, mais de cem racas @ lindemuthianumja foram
identificadas em todo o mundo, mostrando uma grarad@bilidade neste
patégeno (SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007). O métode ddentificacdo das
cultivares foi proposto pelo CIAT (Cali, Colédmbia)leterminando a
padronizacdo de doze cultivares diferenciadoras usm do sistema binario
proposto por Habgood (1970). Este método de idemt#io de racas fisiolégicas
consiste na utilizacdo de um grupo de cultivarésreliciadoras internacionais,
dispostas em uma ordem pré-estabelecida, utilizamdométodo binario e
obtidas por expansao binomial de tal forma quernenda raca € o numero. Este

sistema permite identificar um total d&2'*=4096 racas, em que n é o nimero
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de cultivares diferenciadoras (1 a 12), com sesigeivos valores binarios. E
possivel observar por meio do levantamento realizaat Mahuku e Riascos
(2004) com 200 isolados amostrados em varios paisesnundo, que as
cultivares diferenciadoras ja tiveram a sua rasisééquebrada por isolados de
C. lindemuthianumAlém disso, tem sido detectada variabilidade géneca
dentro das racas. Ishikawa, Ramalho e Souza (20bpds um conjunto de
diferenciadoras capaz de identificar variacbesrdesd raga 65. Para o estudo
foi utilizado um total de 12 linhagens de feijoe@daptadas as condi¢cbes
brasileiras e 12 isolados classificados como rdgaP@ra a identificacdo da
variabilidade, foram sugeridas as seguintes linsige feijoeiro comum e seus
respectivos nimeros binarios: Estild)(Majestoso (9, Supremo (3, Unido
(2%), Valente (3), Ouro Vermelho (9, Madrepérola (3 e Talisma (). Todas
essas cultivares sdo bem adaptados para as candip@sileiras e sao
comercialmente disponiveis, o que facilita a suaagao.

Na fase teleomorfica, o fungo é conhecido cdaomerella cingulata
Stonem Spauld & V. Schrenk f.gphaseoli(KIMATI; GALLI, 1970). O fungo
produz um corpo de frutificacdo denominado pemécom diametro que varia
de 85 a 300 um. A parede do peritécio é hialina medida que envelhece,
torna-se enegrecida a partir do apice. O canakdtépio é forrado por parafises
(filamentos estéreis dos corpos de frutificacaa)s eostros, quando presentes,
medem de 30 a 80 um. Dentro dos peritécios est@sass em formato de
bastdo ou cilindricos, com parede fina contendd deB ascOsporos arranjados
aleatoriamente. Os ascos aparecem em numero médi®0 door peritécio,
medem 60 x 8 um, e sdo envolvidos por paréafiséarfiles e delicadas até o 27°
dia do seu desenvolvimento. Os mesmos podem sdiales (20 x 6,5 um) e
elipsoidais (10 x 4um) (BAILEY; JEGER, 1992).

Uma grande variabilidade para caracteristicasGdecingulataf. sp.

phaseolija foram descritas. Uma delas é o tamanho de as@m&sp conidios.
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Para os ascésporos, variando no comprimento dé-183285 um e para largura
variando de 4,94- 10,4 um (ROCA et al., 2003; SOUZB05). Os conidios
variam no comprimento de 13-22 um e a largura vdea2,86-4,75 um
(O'CONNELL; NASH; BAILEY, 1992; PINTO, 2012; RAVA;PURCHIO;
SARTORATO, 1994; ROCA et al., 2003).

No entanto, ha evidencia q@ cingulataf. sp. fhaseolirelatadas nos
recentes estudos de Barcelos (2010), Barcelos,aSeuzaillancourt (2011) e
Pinto (2012) provavelmente ndo é a fase sexualCddindemuthianum.ge
portanto € uma nova espécie, que co-habita lesBemilacnose no feijoeiro,
uma vez que a partir das lesdes sado isoladas aslfasmas do patégenBm
G. cingulataf. sp. phaseoli, os resultados até agora obtidos no teste de
patogenicidade, ndo foram patogénicos nas 12 ardsv diferenciadoras do
feijoeiro (BARCELOS, 2010; CAMARGO JUNIOR et alQ@7; ISHIKAWA et
al., 2010b; MOTA, 2011). No entanto, no estudoiredb por Barcelos (2010)
observou ascésporos germinados e com a formacaprdesoério na superficie
da folha, porém nao foi observada a ocorrénciaféeg¢ao na planta.

2.4.3 Colletotrichum truncatum

O fungo possui uma ampla variabilidade intraespecie também
possui ampla familia de hospedeiros, como sojandaim, luzerna, pimenta
malagueta, pimentdo, dentre outros. As hifas s&iinhs, septadas e
ramificadas. Os conidios sédo hialinos, as paredss Ipara verruculosas,
asseptados, com contetdo granular, ligeiramenteadarcom extremidades
afiladas, e o tamanho variando de 20-23,5 x 3-5Q@s apressoérios podem ser
solitarios, em grupos ou formar aglomerados densms, bordos sédo
arredondados ou elipsoidal clavado, de tamanhd %,65,5-7,5 um (DAMM et

al., 2009). Imediatamente antes ou durante o apaato do tubo germinativo,
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pode desenvolver um septo no meio do conidio, ididg@o em duas células
uninucleadas (DYKE; MIMS, 1991).

As colbnias séo planas, com margem inteira, serélimiaéreo coberto
com acérvulos. Isolados de hospedeiros diferemesiias vezes exibem
diferentes comportamentos nos diferentes hospedétar exemplo, os isolados
de soja infectam culturas de muitas espécies drgslalaninhas (SINCLAIR et
al., 1988), enquanto que isolados de caAnhamo das{@esbania exaltajasédo
especificos (BOYETTE, 1991). Isolados de lentilha patogénicas em feijao
fava, ervilha e grao de bic@icer arietinum (ANDERSON, 2003).

Na fase teleomorfa, o fungo é conhecido c@tmmerella truncateC.L.
Armstrong-Cho & S. Banniza. Em lentilha, os peiiécse formam apds sete
dias de incubacdo, com coloragdo marrom-escuragea.n®s peritécios séo
superficiais, solitarios ou em pequenos gruposameo o tamanho 200-520 x
110-320 um. Os ascos séo cilindricos estreitand@auso no apice, com oito
ascosporos dispostos linearmente. Os ascos mashoazbservados apds 10-14
dias de incubacao e seu tamanho varia de 53-14P4x6n. Os ascésporos sdo
hialinos, asseptados, oblongo e o tamanho vari2e) x 5-8 um (DAMM et
al., 2009). As colbnias resultantes de um Unic@gsmo possuem a mesma
morfologia de cultura e de conidios. As coldnias s#lmao-laranja, com cerdas
esparsas e esclerédios (SUTTON, 1992). Conidioscésporos presentes na
mesma colbnia sdo indistinguiveis, os conidios kgairamente falcados,
variando de 18-24 x 4-6 um, o que corresponde érigée de conidios d€.
truncatumpor Sutton (1980).

No entanto, em feijdo, pouco se sabe sobre o paidgepenas um
trabalho foi publicado pela Embrapa. Nesse trabalb® conidios foram
classificados como hialinos, falciformes, ndo s#géae com dimensbes

variando de 13,5-27,0 x 2,7-fy#h. Os apressorios obtidos em meio de cultura
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apresentam-se esféricos, piriformes e de formautae, medindo 16,2-54,0 x
13,5-40,8im (COSTA et al., 2001).

2.5 Marcadores IRAP/REMAP

Elementos transponiveis ou DNA saltitantesssguéncias de DNA que
se movem de um local para outro do genoma e frégnemte duplicam-se
neste processo (WESSLER, 2006). Os elementos taivgils podem ser
classificados em ordem hierarquica em classe, as#e| ordem, superfamilia,
familia e subfamilia. Existem duas classes de altaseque se diferenciam na
presenca ou auséncia de um RNA intermediario noegem de transposicdo. Na
classe |, a partir de uma copia de RNA do transp@®worre, via transcriptase
reversa, a sintese de DNA que entdo é capaz dees#r iem um sitio alvo. Nos
elementos da classe I, ocorre diretamente um psocde excisdo seguido de
integracdo. A classe Il é dividida em duas subeksA subclasse 1 é composta
por elementos que ndo se duplicam antes da insercée transpdem por
mecanismos de excisdo e integracdo com ambasaasdit DNA clivadas
durante o processo de excisdo. Na subclasse 2aatuplicacdo do elemento
antes da insercdo com a clivagem de apenas umditdasde DNA. A
classificacdo em ordem é baseada nas diferencasgdrizacdo do elemento
transponivel e também em sua enzimologia. As saipdliis que pertencerem a
mesma ordem compartiiham uma estratégia de refiicagn comum, mas
podem se diferenciar quanto a estrutura das pesteiagidées nao codificantes e
presenca e tamanho da duplicacdo do sitio alvofahsdlias de elementos
transponiveis sdo definidas de acordo com a idmddicha sequiéncia de DNA
dos elementos transponiveis que a compdem. Asid@ngbdem ainda serem
divididas em subfamilias definidas com base em sléitmenéticos (WICKER
et al., 2007).
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Todos os elementos transponiveis da Classe | fiansyia um RNA
intermediario, que é transcrito de uma copia doogen e um cDNA é
sintetizado via transcriptase reversa codificad® peoprio elemento. Cada
ciclo completo de transposi¢do produz uma novaacéfonsequentemente,
retrotransposons sédo frequentemente os principalsbaradores para uma
fracdo repetitiva do genoma. Os retrotransposodsmaer divididos em cinco
ordens com base no mecanismo de transposicdo,izagao e filogenia da
transcriptase reversa: retrotransposon LTR, DIR&-IPenélope-like, LINEs e
SINEs (WICKER et al., 2007).

Os elementos transponiveis, distribuem de formagdasem todo o
genoma, e a tendéncia é aglomerar em torno dodceeito e do teldmero. Os
mais abundantes em plantas séo os retrotransph$ésesponsaveis por 40-
70% do DNA total (PEARCE et al.,, 1996; SANMIGUEL at., 1996;
SHIRASU et al., 2000). Os LTRs séo retrotransposo@nomos e que utilizam
RNA como intermediario no mecanismo de transposigé® regides LTR
codificam as proteinas para prépria replicacadegiacdo no genoma (SABOT;
SCHULMAN, 2006). Uma cépia quase completa de RN#&eedois LTRs, um
de partida e outro de poliadenilacdo, o RNA é aumente transcrito em cDNA
extracromossémico e depois integrado no genomaodpeldeiro (FRANKEL;
YOUNG, 1998; KIM et al., 2004; WICKER et al., 200Pode inserir varias
cépias, mas as antigas permanecem (KALENDAR; SCHANM?2006). Os
retrotransposons sao usados como marcadores,qesisegn DNA repetitivo, as
regides LTR possuem sequéncias altamente consservagoa meio da
transcriptase reversa sdo formadas longas seqeégei@ndo polimorfismo
(KALENDAR et al., 1999).

Os marcadores IRAP (Inter-Retrotransposon Amplifeedymorphism)
e REMAP (Retrotransposon- Microssatelite Amplifi€blymorphism) sao

exemplos de marcadores baseados em retrotranspo€opsimeiro entre dois
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retrotransposons e 0 segundo entre retrotransp@somm microssatélite
(KALENDAR, 2011). A complexidade obtida no IRAP &eanfluenciada pelo
namero de copias, padréo de insercao e da fameiliattbtransposons escolhida
(KALENDAR et al., 1999).

Os marcadores IRAP/ REMAP sdo usados, pois ocomemalta
abundancia no genoma, possuem alta reprodutibdidadpecificidade dos
locos, usam baixa quantidade de DNA, no entanteysss nivel médio de
polimorfismo (KALENDAR; SCHULMAN, 2006). A técnicaurgiu em 1999
com Kalendar et al. (1999) por meio da familia dgotransposon BARE-1,
delimitado por longas repeticbes terminais (LTRgye s&o altamente
conservadas e presente na cevada.

Os retrotransposons comportam-se como locos mandsli assim sdo
marcadores co-dominantes, no entanto em fungos sgioe haploides, se
comportam como marcadores dominantes (KALENDAR,120Geralmente a
técnica REMAP é capaz de distinguir melhor os iftlies mais proximamente
relacionados do que o IRAP por levar em consideragddesenho de
oligonucleotideos para regides de microssatélites gdo conhecidas por
estarem presentes em grande nimero no genoma.,Assitrmero de bandas
detectadas por REMAP reflete melhor o nimero de dERaminadas no
genoma. Uma das grandes vantagens de se utilizmadwmmes com base em
IRAP e REMAP pode ser a alta capacidade de rastvesatos de insercéo e sua
subsequente verticalizacdo por meio de um pedmrddogenia (KALENDAR
et al., 1999).

Em fungos, REMAP foi descrito primeiramente Bragnaporthe grisea
para um estudo de diversidade genética usandool&iis e foi um método
eficiente, obtendo um polimorfismo de 82% (CHADHBOPALAKRISHNA,
2005). As técnicas também foram usadas para o flingboloma Matsutke

para identificar origem geografica (MURATA et &008) e enMoniliophthora
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perniciosa para estudos de variabilidade genética de difesemagens
geogréafica e hiétipos (SANTANA et al., 2013).

Santos et al. (2012) utilizaram 54 isolados @e lindemuthianum
pertencentes a 24 racas diferentes para andlisespecifica da estrutura da
populagdo. Com base na combinacdo de eletrofdeeRAP e REMAP, 62%
dos locos observados foram polimérficos. Um totadtl locos foi amplificado e
entre eles 26 locos foram amplificados por IRAP @ dmplificados por
REMAP, mostrando que isolados com perfis idéntidesvirulénciaforam
incluidos em diferentes grupos ou subgrupos. Ural tde nove isolados
pertencentes a seis espécies diferentes foi usado tpstes interespecificos.
Entre os isolados utilizados, apenas a espEcieapsici obteve padrdes de
amplificacdo monomdérficos e os isolados restamntesam padrdes polimérficos
entre espécies e dentro da mesma espécie, quarain feolados a partir de
diferentes hospedeiros. Diferentes espécies isolatta mesmo hospedeiro
(pimentao) obtiveram diferentes padrdes eletrofmsf portanto, foi possivel
visualizar amplicons Unicos em certas espéciesefQstados sdo reprodutiveis
e estdo presentes em diferentes espécies do g&u#letotrichum o que
permite estudos intra e interespecifica.

Ja Santana et al. (2013) obtiveram msners CIIRAP utilizando o
elemento transponivel RetroCl1 sequénciaCadletotrichum lindemuthianum
para ser usado como marcador molecular IRAP. Uk fferam gerados para 27
espécies diferentes de fungos de 11 ordens dieversendo detectada a
variabilidade genética entre seis espécies, ind@aue esse marcador pode ser
usado para espécies de fungos sem o conheciménio dpo genoma.
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3.1 Isolamento e condi¢Bes de cultivo
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Vinte e dois isolados d€olletotrichum foram obtidos a partir de

vagens, folhas e peciolos de feijoeirBhéseolus vulgar)s naturalmente

infectados. As coletas foram realizadas no andd@8 2 2013 em Minas Gerais,

Brasil. Pequenos pedacos de tecidos infectadosifesterilizados e depositados
em placas de Petri contendo meio de cultura M3 QUEIRA et al., 1984). A

partir dos isolamentos foram obtidas 16 culturasnaascospoéricas e seis

culturas monospdricas que foram mantidas em meicutfera M3 a 22 °C no

escuro (Tabela 1).

Tabelal Cdédigo dos 22 isolados, raga, Culturangi@roveniente e local de
origem dos 22 isolados analisados

Leséao do

N° Isolados Racga Cultura feiioei Local
eijoeiro

1 LV134 65 Monospérica/conidial Antracnose Lambari
2 LV145 65 Monospérica/conidial Antracnose Lambari
3 LV153 81 Monospérica/conidial Antracnose Lambari
4 LV175 65 Monospérica/conidial Antracnose Lavras
5 LVv228 89 Monospérica/conidial Antracnose Lavras
6 LVv238 65 Monospérica/conidial Antracnose Lavras
7 G7-2 0 Monoascosporica/conidial Antracnose Lavras
8 G8-1 0 Monoascospoérica/peritecial Antracnose aswvr
9 G15-5 0 Monoascospérica/conidial Antracnose Lainba
10 G25-1 0 Monoascospérica/conidial Antracnose Laninb
11 G43-2 0 Monoascosporica/peritecial Antracnose  mhhari
12 G68-1 0 Monoascospdrica/conidial Antracnose aswvr
13 G85-1 - Monoascospérica/conidial Antracnose aavr
14 G86-1 - Monoascospdrica/conidial Antracnose aavr
15 G89-1 - Monoascospérica/conidial Antracnose aavr
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N° Isolados Raca Cultura I]:e_sao_ do Local
eijoeiro
16 G92-1 - Monoascospdrica/conidial Antracnose aavr
17 G93-1 - Monoascospérica/conidial Antracnose aavr
18 G99-1 - Monoascospérica/conidial Antracnose aavr
19 S1 - Monoascosporica/conidial Sarna Lambari
20 S2 - Monoascosporica/conidial Sarna Lambari
21 S5 - Monoascosporica/conidial Sarna Lambari
22 S6 - Monoascosporica/conidial Sarna Lambari

3.2 indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM& diametro

colonial

Para avaliagdo do IVCM e do didmetro colonial fonduzido um

experimento no delineamento inteiramente casuaiz€dlC) com quatro

repeticBes. A parcela foi constituida por uma pldeaetri. Discos de micélio

de 6 mm de didmetro provenientes de segunda repicégram depositados no

centro de placas de Petri contendo meio M3 e irdagao escuro a 22 °C . O

IVCM foi avaliado por meio da leitura das médias @mtimetros entre os dois

didmetros ortogonais da colénia em intervalos déh@as durante 15 dias e

estimado utilizando a expresséo apresentada pweeif@li(1991). O diametro

colonial foi determinado medindo-se os didmetrdsgumais das colbnias em

centimetros apés 15 dias de incubacao.

3.3 Capacidade de esporulagéo

Para a avaliacdo da capacidade de esporulacdoedregpto em DIC

foi conduzido com duas repeticdes. Placas de petri meio BDA foram
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inoculadas com os 22 isolados @elletotrichume incubadas a 22 °C por um
periodo de 14, 15 e 16 dias no escuro. Cada pai@etonstituida por uma
placa. Foram obtidas suspensdes de conidios endmeberas placas inoculadas
em 7 mL de agua estéril e filtrando-se a suspetmidoMiracloth. Uma aliquota
(10 pL) foi retirada de cada suspensédo originake@izou-se a leitura da

concentracdo de conidios segundo metodologia thegeni Dias (2002).

3.4 Caracterizacdo dos conidios, porcentagem de germigi@o e anastomose

entre conidios

Suspensdes de conidios na concentracdo de 1,2 foren obtidas
como descrito anteriormente, a partir de placasecolo BDA com 15 dias de
incubacdo. 200 pL das suspensdes de conidios fgotaados em uma célula
em lamina de cultivo de oito células (Nalge Nurtednational, Rochester, NY)
e incubadas a 22 °C no escuro por 24 horas. Ansofiiram examinadas apds
adicionar o corante Calcofluor White na concenwad& 0.12 M por 3-4
minutos em temperatura ambiente usando um micrasc@pepifluorescéncia
invertido (Zeiss Axio Observer Z1). A fluorescénéiq detectada a 420/70 nm
usando a objetiva de 40x. Imagens do microscépiepiituorescéncia foram
capturadas usando o software Axiovision Zeiss ega%adas usando o software
Image J. Foi usada também uma segunda metodoémsgidata por Damm, Crous
e Fourie (2007), utilizando a microscopia de irehcia de contraste invertido
(Zeiss Axio Observer Z1).

Para as medicdes citologicas foram analisados 3fidios né&o
germinados de cada isolado em DIC. A largura e congmto dos conidios
(um) foram obtidos usando o software Image Toal @9 conidios germinados
de cada isolado foram classificados com presencauséncia de septo. Na

avaliacdo da porcentagem de germinacao de conidiosxperimento em DIC
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foi conduzido em esquema de parcela subdivididaterapo com duas
repeticbes. Foram utilizadas suspensfes de corgglistadas para 1,2 x °10
conidios/mL para cada isolado. Uma aliquota de R00foi colocada em
camaras de cultivo conforme descrito anteriormeXpés 24 e 48 horas a 22 °C
no escuro foram avaliados 100 conidios por repefigh meio de microscopia
de luz. Os conidios que apresentaram tubo germinalé tamanho igual ou
maior do que o menor didmetro do conidio foi comsido germinado. A
formacgéo de CATSs foi quantificada como a porcentadge conidios envolvidos
em fusbes (ISHIKAWA et al., 2010b). Para esta aeaforam realizadas duas

repeticdes, sendo avaliados 100 conidios por et

3.5 Teste de patogenicidade

Para a avaliacdo patogénica, foram utilizados di@dss, quatro obtidos
a partir de lesdes de sarna do feijoeiro (S1, S2 S6) e seis isolados de lesdes
da antracnose do feijoeiro (G85-1, G86-1, G89-12-G9G93-1, G99-1). O teste
de patogenicidade foi realizado a partir da inggAdados dez isolados em trés
cultivares de feijdo (Majestoso, Pérola e Talisred)rés cultivares de soja
(CD202, CD237 e Favorita). Os isolados foram coestiem placas de Petri
com BDA por 15 dias a 22 °C. A suspenséo de esgorazbtida por meio da
raspagem das placas com agua destilada estéfiraslds com Miracloth e
ajustadas a concentracdo de 1,2 X &Bporos/ml. Foi conduzido um
experimento no delineamento inteiramente ao adak®) com seis tratamentos
(cultivares) com duas repeticdes para cada isoladda parcela foi constituida
por nove plantas. As seis cultivares foram semeadasbandejas contendo
substrato Multiplanta. As plantulas foram inoculkdde acordo com a
metodologia descrita por Pinto et al. (2012). Aesilade da doenca foi avaliada
aos 7, 10, 14 e 17 dias ap6s a inoculacéo por deemscala de notas proposta
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por Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987). A eseaia de 1 a 9, a nota 1
auséncia de sintomas; a nota 2 até 1% das neraprasentando manchas
necréticas, perceptiveis somente na face inferas fblhas; nota 3 maior
frequéncia dos sintomas foliares descrita no graeriar, até 3% das nervuras
afetadas; a nota 4 até 1% das nervuras apresentandochas necréticas,
perceptiveis em ambas as faces das folhas; a notaié& frequéncia dos
sintomas foliares descrita no grau anterior, atéda%nervuras afetadas; a nota
6 manchas necroticas nas nervuras, perceptive@ydias as faces das folhas, e
presenca de algumas lesbes em talos, ramos e gmc#lnota 7 manchas
necréticas na maioria das nervuras e em grande plarttecido mesofilico
adjacente que se rompe. Presenca de abundantes lesdtalo, ramos e
peciolos; a nota 8 manchas necréticas em quase t@&lanervuras, muito
abundante em talos, ramos e peciolos, ocasionarutaras, desfolhacdo e

reducdo do crescimento das plantas e a nota 9axiandas plantas mortas.

3.6 Compatibilidade sexual e micelial

Foram confrontados todos os isolados dois a daispkcas de petri
contendo M3 e os discos miceliais de 6 mm de di@nfetam dispostos a uma
distancia de 2 cm um do outro. A avaliagdo foillizada apds 15 dias de
incubacdo a 22 °C no escuro. A formacdo de uma lde contato negra com
presenca de peritécios entre os isolados confrostatdtlicou a ocorréncia de
compatibilidade sexual. A compatibilidade micelial determinada quando o

par de isolados apresentou micélios misturadosumémente.
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3.7 A Extracdo DNA

Para a obtencdo da massa micelial, pequenos disco®io de cultura
contendo micélio do fungo foram transferidos parkeneneyers contendo
aproximadamente 150 mL de meio de cultura liquid®. Kds frascos foram
mantidos, a 22 °C, em incubadora com agitacao aatestle 110 rpm/min, por
cerca de 3 a 4 dias, no escuro. O micélio teveusudade reduzida com o uso
de bomba a vacuo e, posteriormente, foi liofilizado

O DNA foi extraido de acordo com a metodologia despor Raeder e
Broda (1985), modificada com a metodologia de KaufrRichards e Dierig
(1999). As aliquotas de DNA foram quantificadas geh de agarose 1% e
diluidas para a concentracdo de 2Quhgpara serem utilizadas como solucéo de

trabalho.

3.8 Andlises de PCR genes Mating-type

Nas reac¢bes de PCR foi utilizado um pampdmersespecifico pare.
lindemuthianum descrito na literatura por Garcia-Serrano et(2008), que
amplifica a regido HMG do gemeating-type MAT1-2-1sendo eles HMGCLF e
HMGCLR. Em razéo de os isolados pertencentes aagiuda fase sexual nédo
amplificarem bandas quando testados composiers especificos pareC.
lindemuthianuncitados anteriormente, um par gemers especificos para os
isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli HMGGLOF e HMGGLOR
desenvolvido por Barcelos, Souza e Vaillancourtl{30também foi utilizado
na caracterizacdo dessa populacdo. Assim comporosrsdescritos por Garcia-
Serrano et al. (2008), gwimers especificos par&. cingulataf. sp. phaseoli
amplificam a regido HMG do genmating-type MAT1-2-1Como alguns
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isolados sdo provenientes de lesbes da sarna feifei mas de origem
ascospdrica, os isolados foram testados cprmers especificos para
Glomerella truncataCT21HMGF e CT21HMGR, desenvolvidos por Menat et
al. (2012). Todos os géis foram tratados com brometetidio, visualizados em
luz ultravioletra (Fotodyne Ultraviolet Trans-illimator) e fotografados com
camera digital Kodak EDA-290.

3.9 Marcador IRAP

Para a técnica, os iniciadores foram concebiddizarto regides
conservadas TDR (Sequéncias repetidas terminaistagjr do RetroCl
(Retroelemento Colletotrichum  lindemuthianum 1)  retrotransposons,
apresentando caracteristicas da familia dos retrsiosons repetidos terminais
em miniatura , TRIM e segundo a metodologia des®anét al. (2013).

Os pares de oligonucleotideos (Tabela 2) utilizddi@sn:
- IRAP: IRAP2/IRAP4 e IRAP1/IRAP4

Tabela 2 Oligonucleotideos utilizados nas anatiselR AP

Oligonucleotideo Sequéncia

CIIRAP2 5AATAACGTCTCGGCCTTCAGS
CIIRAP4 51CTTTTGACGAGGCCATGCZ
ClIRAP1 5'CGTACGGAACACGCTACAGAZ

Fonte: (Santana et al.,2013).
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3.10 Andlises Estatisticas

Na analise do IRAP, os diferentes padrfes de aomdicentre os
isolados foram avaliadas visualmente. As bandas mada combinacao
respectiva de iniciadores utilizados na amplificagéletiva foram identificadas
com o ndimero um (presenca) e zero (auséncia). ddefibilidade do perfil de
bandas do DNA foi testada por repeticdo da PCR cada um dos primers
selecionados. Somente bandas com reprodutibiliftaden consideradas para a
analise. As estimativas de similaridade genétigg) (entre os isolados foram
efetuadas pelo coeficiente de Dice (1945) usandmgrama NTSYS — pc 2.1
(ROHLF, 2000). A matriz de similaridade foi emprdgapara construir o
dendograma e a andlise de agrupamento foi realpeldamétodo da média das
similaridades (UPGMA) (SCHNEIDER; ROESSLI; EXCOFRE2000). Os
erros associados a cada estimativa de similarift@den estimados utilizando-se
a expressdags= [sg (1- sg) / (n-1)°, em que n é a soma de a, b e ¢ para cada
par de isolados. Os isolados pertencentes a diégsrgnupos foram identificados
no dendograma a partir da estimativa do valor méxisignificativo de
similaridade (sgm). O sgm foi estimado por meiotekie de t, utilizando-se a
expressao sgm = 1t X sgs), em quéeé o valor tabelado da distribui¢éo tdde
Student, a 1% de probabilidade, com n-2 grausl@dade e o sgs é o erro
médio das comparacgfes consideradas.

Para o experimento de compatibilidade, foi cond&rwima matriz de 0 e
1 com os dados de compatibilidade, considerandoa@ @s reacdes de
incompatibilidade e 1 para as reacfes compative@a estimativa da
similaridade, foi utilizado o coeficiente de RusseRao (1940) por meio da
expressacsgij = a / a+ b+ c+ d, sendoa compatibilidade para ambos os
isolados i e jb compativel apenas para o isolade apenas no isolado | @&
incompativel para ambos isolados i e j. O dendogriohobtido também pelo
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método UPGMA e os isolados pertencentes a difesagnigpos de anastomoses
foram identificados no dendograma a partir da eghtira do valor maximo
significativo de similaridade (sgm).

Foram realizadas as Andlises de Variancia para |VG@hmetro
colonial, dimenséo dos esporos e anastomose. Rgearanacao foi realizada
uma analise de varidncia com parcela subdivididaengpo. Para a taxa de
esporulac@o e analise patogénica foi realizadadlisarde variancia para cada
dia e posteriormente uma analise conjunta. Pamstad caracteristicas foram
realizadas comparagdes entre as médias utilizandst® de média Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Todas as andlises de variancias, testes de médmatrezes foram

realizadas utilizando o Software estatistico R.
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4 RESULTADOS

Para as avaliagOes e testes estatisticos, osasdlam separados em
dois grupos, sendo o primeiro denominado de Gr@olindemuthianum
contendo todos os isolados com a inicial LV(LV18¥,145, LV153, LV175,
LV228, LV238) e o segundo, Grupdolletotrichumspp. contendo os demais
(G85-1, G86-1, G89-1, G92-1, G93-1, G99-1, S1,§%,S6, G7-2, G8-1, G15-
5, G25-1, G43-2, G68-1). Essa separacdo foi nedaspara atender os

pressupostos da Analise de Variancia.

4.1 Morfologia da Coldnia

Os isolados apresentaram alta variabilidade quanwmmloracdo das
colénias. Nos estagios iniciais, os isolados dopGrColletotrichum spp.
oriundos de lesbes de antracnose apresentaramagi@dode branca a cinza. Aos
15 dias, a cor das colbnias tornou-se cinza a negralo observada apenas a
formagdo de conidios, portanto, essas coléniasmfocdassificadas como
conidiais. As colbnias que produziram conidios seméaram uma coloracé@o
alaranjada ou rosa na superficie, exceto os ispl@&1 e G43-2. Estes dois
isolados nos estagios iniciais apresentaram c@orécanca, e a partir de 15
dias, mantiveram a coloragdo, porém ocorreu a folimado ciclo sexual
completo, formando peritécios, do tipo aglomergaas” (EDGERTON, 1914)
com ascdsporos e conidios. Os isolados do G@udmdemuthianumgesde o
inicio do crescimento, apresentaram coloracdo cimzzegra, € tornaram-se
totalmente negros aos 15 dias. Ja os isolados dmsudle les6es de sarna
apresentaram no inicio coloracao branca e aosakbndantiveram a coloracgéo,

no entanto, apareceram pontuac@es negras, istwefidgperitécios. Essas
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colénias produziram conidios e apresentaram umarag#o alaranjada na

superficie.

Figura 1 Placas dos isolados@elletotrichum

Nota: A. Isolado LV228. B. Isolado G86-1. C. Isaba@93-1. D. Isolado S5. E. Isolado
S1. F. Isolado G8-1.

4.2 indice de velocidade de crescimento Micelial (IVCME Diametro
Colonial

Na analise do diametro colonial e IVCM, os isoladds C.
lindemuthianume Colletotrichum spp. foram avaliados separadamente. Os
isolados do primeiro grupo foram avaliados por Hs,dno entanto, os isolados
do segundo grupo foram avaliados por oito dias, uermque a maioria dos
isolados do grupo ja havia atingido o tamanho tdslplacas. Os isolados@e
lindemuthianunformaram dois grupos distintos para o IVCM e padidametro
colonial, enquanto os isolados @elletotrichumspp. formaram cinco grupos
para didmetro colonial e dois grupos para o IVCMara ambos os testes, a
variabilidade foi alta, tendo o crescimento médariado de 2,56 mm/dia
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(LV228) a 3,92 mm/dia (LV238) para os isoladosGlelindemuthianure de
8,89 mm/dia (G85-1) a 10,07 mm/dia (G25-1) parde&olletotrichumspp. Ja
para o didmetro colonial, os valores foram de 2450 (LV153) a 36,25 mm
(LV238) e 71 mm (S2) a 80 mm (G86-1, G89-1, G9%&99-1, G7-2, G8-1,
G15-5 e G25-1) par@. lindemuthianune Colletotrichumspp, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 3 Estimativas de médias e seus respectiiras @adrées para o
didmetro colonial (mm), IVCM (mm/dia), e taxa deesilacdo aos
14, 15 e 16 dias de isolados @elletotrichum lindemuthianune
isolados deColletotrichum spp. obtidos a partir de lesdes de
antracnose e sarna do feijoeiro

Taxa de esporulacao*

Isolado DC IVEM* 14 dias 15 dias 16 dias
IsoladosColletotrichum lindemuthianum

LV134 28,50+ 3,29+ 0,125+ 0,035A 0,275+0,035B  0,2250+
3,11B 0,28A 0,035B

LV145 26,25+ 3,37t 0,225+ 0,035A 0,150+ 0,000B  0,2750+
4,65B 0,74A 0,035B

LV153 24,50+ 3,02+ 0,188+ 0,017A 0,575+ 0,212A 0,8250%
1,00B 0,28B 0,283A

LV175 26,50+ 2,87+ 0,138+ 0,083A 0,175+0,035B 0,2375*
6,61B 0,53B 0,123B

LVv228 27,00+ 2,56+ 0,175+ 0,106A 0,238+0,053B 0,2875+
8,04B 0,57B 0,053B

LV238 36,25+ 3,92+ 0,088+ 0,017A 0,238+0,053B 0,1375%
2,63A 0,20A 0,018B

IsoladosColletotrichum spp.

G7-2 80,00+ 9,75+ 0,47A  5,01+0,85B 4,14+ 0,16B 2,04+ 0,09D
0,00A

G8-1 80,00+ 9,89+ 0,14A  0,72+0,00D 0,12+ 0,04D 0,07+ 0,04G
0,00A

G15-5 80,00+ 10,07+ 0,38A 0,62+ 0,18C 0,66+ 0,09C 1,14+ 1,26E
0,00A

G25-1 80,00+ 9,79+ 0,44A 0,29+ 0,12C 0,92+ 0,07C 0,36+ 0,05E

0,00A
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“Tabela 3, conclusao”

. . Taxa de esporulacao*
Isolado DC IVEM 14 dias : 1% dias 16 dias
IsoladosColletotrichum spp.

G43-2 79,75+ 9,75+ 0,39A  0,10+£0,03D 0,14+ 0,05D 0,05+ 0,00G
0,50A

G68-1 79,75+ 9,43+ 0,35B 4,99+ 0,97B 15,29+ 3,09A 11,66+ 2,95B
0,50A

G85-1 76,00+ 8,89+ 0,32B 11,18+ 8.94B 26,23+ 16,79A 19,82+ 4,28B
2,16B

G86-1 80,00+ 9,68+ 0,14A 9,67+ 2,43B 15,75+ 0,35A 50,00+ 15,562
0,00A

G89-1 80,00+ 9,64+ 0,18A  7,43+2,93B 11,58+ 2,02A 22,80+ 7,49B
0,00A

G92-1 79,75+ 9,64+ 0,18A 30,50+ 6,36A 14,15+ 11,10A 18,62+ 8,66B
0,50A

G93-1 80,00+ 9,93+ 0,34A 0,67+ 0,18C 1,00+ 0,42C 1,92+ 0,60D
0,00A

G99-1 80,00+ 9,79+ 0,27A 1,02+ 0,04C 3,75+ 1,06B 5,63+ 0,88C
0,00A

S1 74,25+ 9,30+ 0,96B 0,54+ 0,44C 1,27+0,78B 0,20+ 0,14F
0,96C

S2 71,00+ 0,82E 9,19+ 0,82B 7,25+339B 15,5022,1 16,50+0,71B

S5 72,00+ 2,00E 9,17+ 2,99B 2,55+ 0,85B 3,58+ 0,39B 2,72+ 0,88D

S6 73,00+ 9,06+ 0,82B 7,85+ 0,85B 7,22+2,51B 7,08+ 0,11C
0,82D

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coldmadifierem significativamente
(P<0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.

4.3 Caracterizagdo dos conidios

Todos os conidios apresentaram formato cilindraaon excecdo do
isolado S1, que apresentou formato falciforme, &otambém dos ascOsporos
avaliados (Figura 2) (Tabela 3).

Diferencas significativas (P<0.05) foram observapias a largura e o
comprimento dos conidios. A largura para os ismsadeC. lindemuthianum
variou de 3,78um (LV134) a 6,09um (LV238), formando dois grupos de
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isolados distintos estatisticamente. J4 na avalidgdcomprimento dos conidios
para os mesmos isolados foram observados trés gydigtintos, sendo que as
médias variaram de 12,580 (LV228) a 17,4um (LV145). Para os isolados de
Colletotrichum spp., foram observados sete grupos distintosigi&tamente
para largura e as médias variaram de R/@3(G15-5) a 9,3 (G8-1). Ja para o
comprimento, os isolados foram classificados eno gjtupos distintos e
variaram de 9,05m (G15-5) e 28,94im (G8-1) (Tabela 4).

Figura2 Formato dos conidios e ascOsporos

Nota: A. Isolado S1. B. Isolado G43-2. C. Isoladb B. Isolado S5. E. Isolado G68-1.
F. Isolado G7-2. G. Isolado LV145. H. Isolado G8®B1E e F. Microscopia de
luz e corado com Calcofluor. A, C, D, G e H. Miaopia de Interferéncia-
Contraste. Escala de A a H=20pm.

4.4 Taxa de esporulacao

A interacéo isolados x tempos na avaliacdo dadaxesporulacdo para
ambos os grupos foi significativa (P<0,05), indidaugue a taxa de esporulagéo
dos isolados nédo foi coincidente nos trés tempafiaalos. Para os isolados de
C. lindemuthianumaos 14 dias ndo houve diferenca nas médias dizsids,
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enquanto que aos 15 e 16 dias, os isolados forparasis em dois grupos
distintos, no entanto, apenas o isolado LV153dpasado dos demais, uma vez
que apresentou maior esporulacdo. Para os isokeldolletotrichum spp.,

tanto a avaliacdo aos 14 e 15 dias formaram qgatifmos, enquanto que aos 16
dias formou cinco grupos estatisticamente difeseriéen ambos os grupos, aos

16 dias, as médias foram superiores aos demai§Tdibela 3).

4.5 Germinacao

Na avaliacdo da porcentagem de germinacdo de esgan@ ambos os
grupos, a interagéo isolados x tempos foi signifiea(P<0,05), indicando que a
porcentagem de germinacéo dos isolados nédo fotideinte nos dois tempos
avaliados. Portanto, a comparacao entre as medadsisolados foi realizada nos
tempos de 24 e 48 horas separadamente. ParaadosaeC. lindemuthianum
a avaliacdo com 24 e 48 horas formaram trés grdistintos na comparacgéo das
médias, sendo que o isolado LV153 apresentou ngaioninacdo tanto em 24
horas (44%) como com 48 horas (75,5%). Ja os isoladl45 e LV 238
apresentaram as menores taxas de germinacdo cdrorasl (2%) e 48 horas
(25,5%), respectivamente. Para os isolado€aétotrichumspp., a avaliagdo
com 24 horas formou seis grupos distintos variatelc6% (G68-1) a 82,5%
(G85-1), enquanto a avaliagdo com 48 horas fornetel grupos distintos com
amplitude de variacédo de 26,5% (S2) a 93% (G8d-db€la 3). Na germinacao,
foi analisada também a formacdo de septo e toddedizs apresentaram esta
caracteristica (Figura 3). Vale ressaltar que neaog os conidios germinados
apresentaram septo, e o isolado S1, apresentoudmaisn septo por conidio
germinado, sendo observados zero, um, dois osém@es quando germinavam
(Gréfico 1).
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Gréfico 1 Porcentagem de conidios e ascOsporoamasentaram septo apds a
germinacéo, para os 22 isoladosGi#letotrichumavaliados apos 24
horas de incubacdo em agua, corados com Calcollhdae

Nota: As barras representam o desvio padrdo paxaloses médios, considerando as
duas repeticdes.

C
.

Figura 3 Conidios septados na germinacao

Nota: A. Isolado G7-2. B. Isolado G43-2. C. Isola@68-1. D. Isolado G85-1. E.
Isolado LV228. F. Isolado S5. G. Isolado S6. H, J.elsolado S1. A, B, C.
Microscopia de Luz e corado com Calcofluor. D a Microscopia de
Interferéncia- Contraste. Escala de A a J=20 pum.
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4.6 Anastomose entre conidios

Todos os isolados avaliados @elindemuthianunapresentaram CATSs e
formaram trés grupos distintos. A porcentagem deduvariou de 1,5%
(LV153) a 28,5% (LV134). Para o grupo deolletotrichum spp. foram
classificados em cinco grupos distintos e a poagam de fusdwariou desde a
auséncia (G8-1, G43-2 e S1) até a formacao de &@Ad's para o isolado S6
(Figura 4) (Tabela 4).



Tabela 4 Morfologia de conidios e estimativas déiage seus respectivos erros padrdes para dimdosamnidios
(um), anastomose entre conidios (%) e germinacdcodédios as 24 e 48 horas dias de isolados de

Colletotrichum lindemuthianura isolados de&olletotrichumspp. obtidos a partir de lesdes de antracnose e
sarna do feijoeiro

Tamanho conidios*

Germinacgao*

Isolado Conidios . % de CAT's*
Largura Comprimento 24h 48h
IsoladosC. lindeuthianum

LV134 Cilindrico 3,78+ 0,81B 15,24+ 2,87B 28,5+ 87 34,5+ 4,94A 75,0+ 2,822
LV145 Cilindrico 3,94+ 0,50B 17,47+ 2,15A 11,0+ 0B 20+1,41C 37,5+ 2,12C
LV153 Cilindrico 4,13+ 0,59B 16,51+ 1,70A 1,5+071 44,0+ 5,66 C 75,5+ 3,632
LV175 Cilindrico 4,31+ 0,91B 17,09+ 2,24A 3,5+ 071 28,5+ 3,53 B 53,5+ 7,78B
Lv228 Cilindrico 5,98+ 1,21A 12,58+ 1,61C 12,5+2R81 25,5+ 4,95B 32,0+ 4,24C
LVv238 Cilindrico 6,09+ 1,28A 17,01+ 1,28A 13,0+ 4R 24,0+ 5,66B 25,5+ 2,12C

IsoladosColletotrichumspp.
G7-2 Cilindrico 4,78+ 0,71E 15,10+ 5,66D 79,0156 30,0+4,24D 86,5+ 4,94 A
G8-11 Falciforme 9,30+ 0,87A 22,59+ 0,00B Nf+0,00 E 34,5£4,95D 75,0+ 9,89A
G15-5 Cilindrico 2,93+ 0,58G 9,05+ 7,07H 14,0707 21,5+495E 47,5+ 6,36 E
G25-1 Cilindrico 3,31+ 0,73G 10,54+ 8,49G 53,0819 32,0£5,65D 82,0+ 9,89 A
G43-2t Falciforme 7,69+ 0,87C 21,84+ 0,00C Nf+0ED0 50,5 +4,95C 87,5+ 6,36 A
G68-1 Cilindrico 4,04+ 0,60F 15,39+ 2,12D 10,5+2H2 6,0 £ 4,24F 39,0+848 F
G85-1 Cilindrico 5,13+ 0,60E 15,07+ 9,90D 67,0105 82,5+ 10,61 A 92,0+5,66 A
G86-1 Cilindrico 4,84+ 0,85E 15,40+ 1,41D 5,0+ 11 79,5 +£12,02A 93,0+ 4,24A
G89-1 Cilindrico 4,11+ 0,60F 15,21+ 5,66D 10,056 67,0+4,24 B 86,0+ 1,41 A

ZS



“Tabela 4, conclusao”

Tamanho conidios* Germinagao*

Isolado Conidios . % de CAT's*
Largura Comprimento 24h 48h
IsoladosColletotrichumspp.

G92-1 Cilindrico 4,20+ 0,72F 12,23+ 4,24F 20,0+4024 21,0+424 E 65,5+2,12 C
G93-1 Cilindrico 4,16+ 0,56F 11,00+ 0,71G 8,501 445+495C 68,0+ 1,41 C
G99-1 Cilindrico 4,87+ 0,73E 15,81+ 11,3D 47,0+113 47,0+8,48C 88,0+ 5,66 A
S1 Falciforme 4,81+ 0,99E 28,94+ 4,24A Nf+0,00 E ,5b# 3,53C 90,5+2,12 A
S2 Cilindrico 6,25+ 1,54D 13,91+ 3,54E 22,543,54 D 17,5+3,53 E 26,5+ 3,53 G
S5 Cilindrico 6,45+ 1,07D 14,12+ 3,54E 27,5+3,54 D 37,5+4,95D 60,0+ 4,24 D
S6 Cilindrico 8,26+ 1,86B 14,13+ 1,41E 83,0+1,41 A 49,0+4,24C 92,0+ 1,41 A

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coléoajiferem significativamente (P<0,05), de acormim © teste de Scott-Knott.

1 Avaliacdo dos ascOsporos.

€§
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Figura 4 Formacéo de CATs

Nota: A. Isolado G68-1. B. Isolado G92-1. C. Isola@7-2. D. Isolado LV228. E.
Isolado S2. F. Isolado S6. A e C. Microscopia dedarado com Calcofluor. B,
D, E e F. Microscopia de Interferéncia-Contrastzata de A a F=20 um.

4.7 Teste de Patogenicidade

As racas dos isolados do Grugolindemuthianunforam determinadas
previamente (PINTO et al., 2012), assim como dolsdws G7-2, G8-1, G15-5,
G25-1, G43-2, G68-1 que ndo causaram doenca quarmulados em
cultivares de feijdo (PINTO, 2012) (Tabela 1). &as demais isolados foi
realizado o teste de patogenicidade. Na avaliagiésederidade da doenca,
houve interacdo cultivar x isolado (P<0,05), assinteste de médias foi
realizado comparando-se a reacdo de cada cultimarelacdo aos diferentes
isolados. Para a maioria das cultivares os isoléatasn classificados em dois
grupos, exceto para as cultivares Majestoso déofedj CD237 de soja que

apresentaram trés grupos (Tabela 5). No entanto,hnéive separacdo entre
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isolados oriundos de lesdo de antracnose e oriuteldesdes de sarna. Além
disso, o numero de isolados dentro de cada grugouvde acordo com as

cultivares avaliadas (Tabela 5).

Tabela5 Notas médias da severidade da doencaltvaras de feijoeiro e de
soja inoculadas com diferentes isolados @elletotrichum pela
relacdo isolado dentro da cultivar

Cultivar*
Isolado

CD237 Favorita CD202

Pérola

Majestoso

Talisma

G85-1
G86-1
G89-1
G92-1
G93-1
G99-1
S1
S2
S5
S6

1,95+ 0,45B
3,72+ 0,95A
2,87+ 0,71A
2,77£0,72A
4,17+ 1,07A
3,34+ 0,76A
1,90+ 0,64B
2,80+ 0,81A
2,93+ 0,84A
4,22+ 1,26A

2,67+ 0,86C
4,14+ 1.07B
4,44+ 0,88A
2,79+ 0,72C
3,37+ 0,88B
3,60+ 0,96C
2,18+ 0,54C
3,05+ 0,91C
3,12+ 0,90C
3,78+ 1,05B

4,89+1,152
5,43+ 2,022
2,92+ 0,56B
2,63+ 0,62B
4,11+1,052
3,78+ 0,922
2,51+ 0,598B
3,67+ 1,18B
3,44+ 0,86B
3,92+ 0,99B

2,8248,9 2,25+0,75 A
2,952M0 3,12+ 0,93A
2,6948A0 2,84+ 0,64A
1,39882 2,13+ 0,57B
2,9748,7 1,97+ 0,37B
3,974A,2 3,80+ 1,31A
2,38+ 0,74784+ 0,38B
2,70+ 0,57211+ 0,52B
2,15+ 0,40B,25+ 0,42A
2,86+ 0,812,06+ 0,48B

3,15+ 0,50A
3,35+ 0,77A
3,50+ 0,96A
1,56+ 0,40C
2,04+ 0,62B
3,90+ 1,21A
2,60+ 0,57A
2,00+ 0,41B
2,06+ 0,82A
2,60+ 0,62A

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma cojpgréencem ao mesmo grupo
(P<0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.
- Nota média das cultivares

A interacgédo isolados x dias também foi significat{f?<0,05), ou seja, o
comportamento dos isolados ndo foi coincidente diferentes épocas de
avaliacdo da severidade. Na avaliacdo da severiiadeenca realizada aos sete
dias ap0s as inoculacdes verificou-se que os sagdoram semelhantes entre
os isolados avaliados (tabéla Na avaliacdo aos 10 e 14 dias foram formados
dois grupos, no entanto, ndo houve separacaoisola€os oriundos de leséo de
antracnose e oriundos de lesGes de sarna. Além, disaimero de isolados
dentro de cada grupo variou de acordo com as éplecasgaliacao e os isolados

pertencentes a cada grupo (tabela 6). Aos 17 digsotados inoculados foram
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classificados em quatro grupos na avaliagdo daridede da doenca, cujas
notas variaram de 2, 210 (G92-1) a 3, 832 (G86-A)partir dos resultados
obtidos observa-se que houve progresso da severifadoenca para todos 0s
isolados avaliados (Tabela 7) e, portanto os siasoforam mais severos nesta
época de avaliacdo. Os sintomas em caules e fthagltivares de soja e feijdo
causados por isolados oriundos de lesdes de aodeom sarna podem ser
visualizados nas figuras 5, 6, 7 eG& sintomas observados em caules e folhas
das plantas de soja foram tipicos da antracnode eepécie. Ja4 0s sintomas
observados nos mesmos tecidos das plantas de fmjifondem-se com os
sintomas tipicos da antracnose e sarna nesta esgsties resultados podem ser
observados no campo, ou seja, no caule e folhintmsras se confundem e na
vagem podem ser observadas as duas doencas ocomenditaneamente
(Figura 9).

A avaliagdo das vagens da cultivar de feijdo Tdlisma final do ciclo
mostrou a ocorréncia de sintomas tipicos da saonteifbeiro para todos os
isolados avaliados (Figura 10). No entanto a it de sintomas foi

variavel.
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Tabela 6 Notas médias da severidade da doenca ide is#ados de
Colletotrichumavaliados aos 7, 10, 14 e 17 dias apés a inoculaca
pela relagéo isolado dentro de dias

Dias
Isolado
7 dias 10 dias 14 dias 17 dias

G85-1 1,904+ 0,77A 2,331+0,91 A 2,454+ 0,87A 2,494&7D
G86-1 1,516+ 0,40A 2,089+ 0,542 2,810+ 1,27A 3,832 A
G89-1 1,699+ 0,71A 2,334+ 0,712 2,739+ 0,78A 3,16748B
G92-1 1,242+ 0,23A 1,445+ 0,38B 2,037+ 0,76B 2,20061D
G93-1 1,486+ 0,52A 1,963+ 0,562 2,482+ 0,98A 3,2027B
G99-1 1,426+ 0,38A 1,882+ 0,56B 2,782+ 0,62A 3,78(E8A
S1 1,263+ 0,39A 1,784+ 0,60B 2,141+ 0,52B 2,2656D,
S2 1,172+ 0,19A 1,662+ 0,28B 2,461+ 0,57A 2,764390,
S5 1,463+ 0,31A 1,645+ 0,28B 2,510+ 0,58A 2,75@060,
S6 1,405+ 0,29A 1,887+ 0,40B 2,521+ 0,46A 3,2395B,

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma cojgréencem ao mesmo grupo
(P<0,05), de acordo com o teste de Scott-Kndttota média das cultivares.

Tabela7 Notas médias da severidade da doenca ide is#ados de
Colletotrichumavaliados aos 7, 10, 14 e 17 dias apés a inoaulaca
pela relacéo dias dentro de isolados

Dias
Isolado
7 dias 10 dias 14 dias 17 dias

G85-1 1,904+ 0,77B 2,331+0,91 A 2,454+ 0,87A 2,4887A
G86-1 1,516+ 0,40D 2,089+ 0,54C 2,810+ 1,27B 3,8B24A
G89-1 1,699+ 0,71C 2,334+ 0,71B 2,739+ 0,78A 3,1678A
G92-1 1,242+ 0,23B 1,445+ 0,38B 2,037+ 0,76A 2,20041A
G93-1 1,486+ 0,52D 1,963+ 0,56C 2,482+ 0,98B 3,207 A
G99-1 1,426+ 0,38D 1,882+ 0,56C 2,782+ 0,62B 3,76&E8BA
S1 1,263+ 0,39B 1,784+ 0,602 2,141+ 0,52A 2,26568,
S2 1,172+ 0,19C 1,662+ 0,28B 2,461+ 0,57A 2,76498,
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“Tabela 7, conclusao”

Dias
Isolado
7 dias 10 dias 14 dias 17 dias
S5 1,463+ 0,31B 1,645+ 0,28B 2,510+ 0,58A 2,75@&680,
S6 1,405+ 0,29D 1,887+ 0,40C 2,521+ 0,46B 3,23956A,

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linkderncem ao mesmo grupo
(P<0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.

Figura5 Sintoma causado poplletotrichumem caules de feijdo aos 17 dias
apos a inoculacdo na cultivar Majestoso
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Nota: A. Isolado G99-1. B. Isolado S5. C. Isolado B. Isolado G86-1. E. Isolado G89-
1. F. Isolado G92-1. G. Isolado G93-1. H. Isolad288.

Figura 6 Sintoma causado pOplletotrichumem folha de feijdo aos 17 dias
apos a inoculacao na cultivar Majestoso

Nota: A. Isolado G99-1. B. Isolado S1. C. Isoladb B. Isolado S5. E. Isolado G86-1.
F. Isolado G85-1. G. Isolado G92-1. H. Isolado (393- Isolado S6. J. Isolado
LVv238.

Figura 7 Sintoma da doenca causadaQutetotrichumno caule da soja aos
17 dias apés a inoculagdo na cultivar CD237

Nota: A. Isolado S6. B. Isolado G99-1. C. Isolade3d.. D. Isolado G85-1. E. Isolado
G86-1. F. Isolado G92-1.
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| oL L o G
Figura 8 Sintoma causado p@olletotrichumem folha de soja aos 17 dias
apos a inoculacao na cultivar CD237

Nota: A- Isolado G99-1. B- Isolado G92-1. C- Isalesl. D- Isolado S5. E- Isolado S6.

F-lIsolado S1. G- Isolado G85-1. H-Isolado G86-1lsblado G89-1. J- Isolado
G93-1.

& Vs 53 A‘—.I 3 E #( % "
Figura 9 Plantas do feijoeiro infectadas naturateen

Nota: A. Vagem com sintoma de sarna e presencaétgudos indicados pela seta. B.
Parcela tomada pelas doengas. C e E. Sintomas moestna vagem de
antracnose (lesdes arredondadas) e sarna (maredyas D. Caules infectados
com as doencas, nao conseguindo distinguir a awasaala sarna.
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e - R 4 11
Figura 10 Sintoma causado poolletotrichumem vagens de feijdo da cultivar
Talisma

Nota: A. Isolado G89-1. B. Isolado G86-1. C. Isa@la@99-1. D. Isolado G85-1. E.
Isolado G92-1. F. Isolado 93-1. G. Isolado S1.d9dlddo LV238. Setas na Figura
H indica a lesédo de antracnose.

4.8 PCR gene Mating type

Na analise do PCR, apenas o0s isolados @elletotrichum
lindemuthianumamplificaram a regido HMG do gemeating-typeMAT1-2-1
(GARCIA-SERRANO et al., 2008), confirmando a espé@uando os isolados
foram testados com o par geimers especifico para a regido HMG do gene
mating-type MAT1-2-1 desenvolvido por Barcelos, Souza e Silva (2011),
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amplificaram apenas os isolados G7-2, G8-1, G16Z5-1, G43-2, G68-1. No
entanto, na avaliacdo com o papdenersespecificos par&lomerella truncata
CT21HMGF e CT21HMGR, desenvolvidos por Menat et(2012), todos os
isolados amplificaram.

4.9 Marcador IRAP

Nas analises de IRAP, dos dois pares pdieners testados, ambos
exibiram polimorfismo, amplificando um total de 4fandas polimoérficas,
gerando, 24 bandas polimérficas para o primer liegi4 e 25 bandas
polimoérficas para o primer Irap2/lrap4 (Figura 1€pm base nas 49 bandas
polimorficas, foi construida uma matriz de similiade genética e foram obtidas
as estimativas das similaridades genéticas, quaraar de 0, 217 a 1,0. Para
melhor visualizagdo foi construido um dendogramdinAa de corte dada pela
estimativa de sgm e foi de 0, 75037. Pela analisdashdograma foi possivel
observar a formacgéo de 14 grupos de similaridaigei@ 11).
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Dendrograma
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Similaridade

Figura 11 Dendrograma de similaridade genéticadsamarcados IRAP de 22
isolados deColletotrichum.
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G85-1 G86-1 G89-1 G92-1 GI3-1 G99-l" S1

Figura 12 Perfil de bandas polimérficas para o gmprimers IRAP2/IRAP4
para os isolados que causaram a sarna no feijoeiro

Para tentar comprovar o teste de patogenicidadeseja, que 0S
sintomas foram causados pelos isolados, foi reizareisolamento das lesbes
das folhas, caules e vagens das diferentes celtivpara todos os isolados
inoculados. Ap6s o reisolamento, o DNA foi extoaid todos os isolados
utilizados na inoculacéo e todos os obtidos peswl@Emento, foram submetidos

ao marcador IRAP. Os amplicons foram avaliadosneeemo perfil de bandas
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foi obtido tanto para o isolado inoculado como parabtido no reisolamento
(Figura 13).

gﬁﬁy-l_ Rl R2 R3 R4

e e— i -
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i

<4288
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| —
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Figura 13 Perfil de Bandas IRAP para o isolado ufexto G89-1 e os obtidos
por reisolamento (R1, R2, R3 e R4)

4.10Compatibilidade Sexual e Micelial

Na analise de compatibilidade micelial, foram eatias as proporcdes de
reacbes compativeis para cada isolado (TabelaeBjoto isolado G86-1
apresentado 31,82% de compatibilidade com os ouswlados. Ja alguns
isolados ndo apresentaram compatibilidade. As atitias de similaridade
variaram de 0 a 0,27 e a linha de corte (sgm) ®i0®5. A partir do
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dendograma obtido pela analise de agrupamentoré-idi), foram formados 22
grupos diferentes, ou seja, cada isolado foi remtaslo por um grupo distinto.
Entre os pares de isolados que apresentou conligatilei micelial, cinco pares
formaram peritécios com ascos e ascOsporos na lighaontato entre as
coldnias: G92-1/S2; S2/S5, S2/S6, S6/S5, G8-1/@Heira 14).

[

Figura 14 Placas dos pareamentos mostrando adambantato e a formacéo de
peritécios

Nota: A. Isolado central G92-1 e formando linha cperitécios com isolado S2. B.
Pareamento entre os isolados S2 e S5. C. Isolacwakcé>89-1 e formando
compatibilidade micelial com os isolado: acima oslen mesmo, a direita com o
isolado G99-1 e abaixo com o isolado G93-1. D. &asnto entre os isolados S5
e S6. Nas setas das figuras A e B indicam a formdeadinha com peritécios. A
seta na figura C indica a incompatibilidade ensericélios, o que nao é visto
nos demais pareamentos da imagem.
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Figura 15 Dendograma de similaridade para a cobifidéide entre os 22
isolados deColletotrichum



Tabela 8 Reacdes de compatibilidade entre os 2ais® deColletotrichume a proporcao de reacdes compativeis (%)

para cada isolado

G85-1G86-1G89-1G92-1G93-1G99-1S1 S2 S5 S6 G7-2G8-1G15-5G25-1G43-2G68-1 1L;/4 LV145LV153LV175 2L;/8 |2-;/8 %
G85-1- + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 9,09
G86-1 + + - + + - -+ + - - + - - - - - - - - - 31,82
G89-1 Foo oo e
G92-1 e
G93-1 o+ - - - - oo - - - - - - - - - 18,18
G99-1 o+ - o+ - - - - - - - - - - .z
s1 o+ ) ) ) ) ) ) ) ) ) } ) 4,55
s2 Lo+ o+ ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 13,64
S5 oo+ . ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 22,73
s6 o } ) 22,73

89



“Tabela 8, conclusao”

G851G86-1G89-1 G92-1 G93-1 G99-1 S1 S2 S5 S6 G7-2 G8-1G15-5G25-1G43-2 G68-1 1L;/ , LV145 ig/s LV175 2L¥8 '2-;/8 %
R . T e
ca.1 S 455
o15.5 1364
G25-1 .o .. ou0
G43-2 - o0
G68-1 - ... .0
LV134 oo o o0
LV145 - . .0
LV153 .. . .0
LV175 - . .0
Lv228 . .0
LV238 _ 0

+ compativel; - incompativel.

69
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5 DISCUSSAO

Estudos recentes tém investigado isolados obtideslesfes de
antracnose do feijoeiro e nos isolamentos tém sht@as colénias conidiais
tipicas de Colletotrichum lindemuthianume também colbnias periteciais
semelhantes &lomerella (BARCELOS, 2010; ISHIKAWA et al., 2010b;
PINTO, 2012; SOUZA; CAMARGO JUNIOR; PINTO, 2010). Avaliac&o
destes isolados por meio de caracteres morfologicnsleculares tem mostrado
grande variabilidade, indicando se tratar de omitespécie/s (BARCELOS,
2010; BARCELOS; SOUZA; VAILLANCOURT, 2011; ISHIKAWAet al.,
2010b; PINTO, 2012). No presente estudo, foramiada$ isolados de.
lindemuthianum, isolados de Colletotrichum spp. oriundos de lesbes de
antracnose e sarna do feijoeiro. De um modo gebslersou-se grande
variabilidade para todos os caracteres avaliadive erdentro de dos grupos de
isolados analisados.

Com relagdo as caracteristicas IVCM e do didmetdon@al foram
observadas diferencas significativas (P<0.05). Parapopulagdo deC.
lindemuthianumessa variabilidade ja havia sido relatada pordtial. (2013),
Pinto et al. (2012) e Souza, Souza e Mendes-C28¢x].

Analisando-se os resultados apresentados nestdogegtade-se notar
gue a diferenca entre o IVCM médio da populaca@ dindemuthianun{2,56
mm/dia) e da populacdo dgolletotrichum spp. (10,07 mm/dia) foi muito
discrepante, esse resultado também foi observad®ipto (2012) utilizando
isolados oriundos de lesdes de antracnose. Chaatengdo que apesar da
formacgédo de diferentes grupos pelo teste de médiaslvendo os isolados de
lesGes de antracnose e sarna ndo ha uma nitideag@paentre os isolados
oriundos das lesGes das duas doencas. Na popudag@olindemuthianuna
avaliacdo do diametro colonial foi realizada aos difs do inicio do
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experimento, enquanto que na populacacdietotrichumspp., foi aos oito
dias de crescimento, pois 50% dos isolados j& hmatingido o didmetro
maximo da placa de Petri. Ha relatos na literatigrasolados d€. truncatum
oriundos de culturas de lentilha, soja, amendoitneeputras, um crescimento
variando de 2 a 8,6 mm/dia (DAMM et al., 2009; FO&Ll., 2004).

A andlise de caracteres morfologicos é util naatarezacdo de isolados
da espécie, auxiliando nas andlises genéticas qusialidentificados isolados
contrastantes para as caracteristicas, e tambéwnlifer@nciacdo do género
(O'CONNELL; NASH; BAILEY, 1992; SOUZA; SOUZA; MENDB-COSTA,
2007). Para os isolados da populacdo Glelindemuthianum os conidios
apresentaram uma amplitude de variacdo para o ¢oemo (12,58-17,47 um)
e largura (3,78-6,09 um), estes valores estao ecoodéncia com outros dados
descritos na literatura para a espécie (LIU et2dl1,3; O’'CONNELL; NASH,;
BAILEY, 1992; PINTO et al.,, 2012; ROCA et al.,, 2003 ara os isolados
pertencentes a populacdo @mlletotrichum spp., o0 isolado S1 apresentou
formato falciforme e tamanho 24,94 x 4,81 um, estabbres estdo em
concordancia com dados descrito na literatura paespécieC. truncatum
isolados de diferentes hospedeiros (DAMM et alQR20-ORD et al., 2004). O
tamanho dos ascésporos dos isolados G43-2 (217889xum) e G8-1 (22,59 x
9,3 um) e esta de acordo com os descritos antenenna literatura para a
espécieG. cingulataf. sp. phaseoli(CASTRO; MENDES-COSTA; SOUZA,
2006; SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007), no entantalores acima
aos relatados por Kimati e Galli (1970) e RodrigGe®rra et al. (2005).

Caracteres fisiolégicos podem auxiliar diretamerdeclassificacdo dos
isolados que possuem maior facilidade no estalpedeto na superficie do seu
hospedeiro, ou seja, é importante para entendintdceventos de pré e poés-
infeccdo do hospedeiro pelo patégeno (BARCELOSQ208HIKAWA et al.,

2010b). Neste estudo, altos niveis de diversifiaden detectados na analise da
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germinagéo de conidios e ascdsporos da populac@pltEotrichumspp. e
conidios da populagédo de. lindemuthianuminclusive entre os dois tempos
avaliados (24 horas e 48 horas), para ambas asgdps. A germinacdo média
para ambos os tempos foi maior para a populac&otietotrichumspp., como
ja havia sido relatado por Ishikawa et al. (201®hto (2012) e Pinto et al.
(2012) para isolados oriundos de antrachose. A thxasporulagdo de um
patégeno influencia na determinacéo da sua capkecidia disperséo, afetando a
distribuicdo espacial da espécie (PEREIRA; SILVABRRO, 2006). Além
disso, é relatado na literatura dDelindemuthianuntem limitada capacidade de
dispersao, que ocorre preferencialmente entreedifes partes da mesma planta
e ocasionalmente entre plantas adjacentes (SOUZNARGO JUNIOR;
PINTO, 2010). Os isolados da populacdoGidindemuthianumapresentaram
baixa esporulagéo, isso ocorreu, pois a melhor irradessa espécie esporular é
por meio de vagens. Para ambos 0s grupos, o nmelimpo de esporulagédo foi
aos 16 dias e pode-se observar também, que osldsotple causam a sarna,
possuem uma maior taxa de esporulagéo.

Na literatura é relatada a auséncia de septo Qaiéetotrichum
lindemuthianumsendo este fenétipo considerado na diferencidafcespécies
do géneroColletotrichum (BAILEY; JEGUER, 1992; LIU et al.,, 2013).
Entretanto, essa concordancia com a literaturdaidservada para os isolados
de C. lindemuthianumyuma vez que todos os isolados analisados apresentar
porcentagens variaveis de septo quando os corgdimsinaram. A ocorréncia
de septo enC. lindemuthianumem sido relatada por Pinto et al. (2012). O
isolado S1, de formato falcado, formou septo agsimo relatado na literatura
paraC. truncatum(DAMM et al., 2009).

A avaliagdo da patogenicidade dos fitopatégenana analise essencial
para monitorar a variabilidade de uma espécie ermétar a importancia da

mesma para a cultura afetada pela doenca. Os tiestestogenicidade pata
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lindemuthianumsao importantes e bem estabelecidos na litergBiavA;
SOUZA; ISHIKAWA, 2007). Os isolados G85-1, G86-18%1, G92-1, G93-1e
G99-1, obtidos de lesdes de antracnose, tém siliaprente avaliados quanto a
patogenicidade seguindo a metodologia utilizada paavaliacdo da severidade
da antracnose (SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1988
apresentaram sintomas brandos da doenca (PINTQ).284 presente estudo,
esses isolados juntamente com os isolados S1532 S8 oriundos de lesdes de
sarna, foram inoculados em cultivares adaptadafeifi®o e de soja. Estes
isolados causaram sintomas nas folhas e nos cduoldgijoeiro que foram
confusos, pois se assemelharam aos da antracrisesa&na. No entanto, os
sintomas nas cultivares de soja foram semelhantedaantracnose. Quando as
vagens foram avaliadas, as lesfes apresentadas ffpizas de sarna. Estes
resultados também podem ser comparados com omsisitavaliados no campo
naturalmente, uma vez que nos caules e nas fathaseamcas ndo séo possiveis
separar as doencas, no entanto, nas vagens elissirsguem e na mesma planta
podem ser observadas as duas doencas (Figura i$8rvOu-se também que a
doenca se manifesta mais tardiamente que as lds6astracnose nas folhas e
caules do feijoeiro. Estes resultados evidenciam diferentes espécies de
Colletotrichumcoabitam lesdes, e situacdo semelhante foi relaaddeijao-
caupi por Latunde-Dada et al. (1999), que obsenvayae a partir de lesbes de
antracnose, mais de uma espécieCadletotrihum foi identificada. Todos os
isolados avaliados, a excecdo dos isoladosCdéndemuthianumgcausaram
sintomas de antracnose nas cultivares de soja. Mtente, apenas um dos
isolados apresentou conidio falcado, semelhantded®. truncatum relatado
como o agente causal da antracnose da soja. Estitad® também evidencia
gue diferentes espécies@elletotrichumpodem causar a antracnose da soja.
Entre os mecanismos que podem auxiliar na geraggsadrariabilidade

demonstrada para o0s caracteres analisados nesido egestacam-se a
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recombinacdo sexual (CAMARGO JUNIOR et al., 2000lUZA; CAMARGO
JUNIOR; PINTO, 2010), o ciclo parassexual (CASTRRAPO et al., 2007) e
a recombinacdo assexual via fusdo de CATs (ISHIKAgYAI., 2010a; ROCA
et al., 2003), entre outros. Com relacdo a recamghim sexual dos isolados,
apenas 11,69% das combinacbes apresentaram caoiigztéd sexual, no
entanto, nenhum dos isolados @e lindemuthianunforam compativeis. Das
combinagdes compativeis, apenas cinco combinapdesemtaram produgéo de
ascos e ascosporos. Estudos com a fase sexual ndwodeolletotrichum
indicam que o controle genético da reproducdo ngsgdgeno néao
correspondente a um sistema de acasalamento siraglesvavelmente mais de
um loco no genoma esta envolvido neste controlell(BX; JEGER, 1992;
VAILLANCOURT; WANG; HANAU, 2000). Apesar da produgd de
peritécios, ndo se pode afirmar que esteja ocasr@&mdzamento entre estes
isolados. Existe a possibilidade que esses pearitézstejam sendo produzidos
por um dos isolados, devido a indugdo por meio deéenlas produzidas pelo
outro isolado usado no pareamento, havendo a atvalp alguma rota
metabdlica anteriormente bloqueada (WEBER; WEBSTE®98). Chama a
atencdo, a ocorréncia de compatibilidade entradesl G92-1 e S2, pois estes
isolados séo oriundos de lesGes de antracnosea rEmpectivamente. Quando
o0s isolados foram agrupados, cada isolado deunoréigam grupo diferente, ou
seja, foram dissimilares.

Uma via alternativa para recombinacdo assexuale eigplados
incompativeis tem sido sugerida por Ishikawa et (a012) por meio da
formacdo de CATs. Neste estudo foi observado dquedm de CATSs foi comum
para a maioria dos isolados (90,9%), ndo sendorwdd® apenas entre
ascosporos. Considerando que os CATs tenham uml [papertante na
dindmica populacional dos fitopatdbgenos, a altagu@mcia pode estar

influenciando significativamente a variabilidade patégeno nas populagbes
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analisadas. Neste estudo verificamos que seis ds®lapresentam uma
propor¢éo de formacéo de CATs superior a 25%, galetes estdo isolados que
causam antracnose no feijoeiro (LV134), sarna ijoefeo (G85-1, G99-1 e S6)
e também isolados que ndo foram patogénicos (G71&2%1). Entre esses
isolados, 0 G85-1, S6, G7-2 e G25-1, apresenta@septagens de formacéao
de CATs superior a 50%, semelhante aos valoremgados na literatura para
C. lindemuthianunmpor Pinto et al. (2012). Estes isolados podem tkzados
em estudos futuros visando elucidar a funcao dossGAa sua formacgéo entre
diferentes espécies.

Essa ampla variabilidade encontrada neste estugwayelmente é
devida a presenca de mudltiplas espécie€aletotrichum Dados moleculares
foram obtidos para tentar separar os isoladosaiadi em diferentes espécies.
Garcia-Serrano et al. (2008) desenvolveram um earrichers especifico para
C. lindemuthianumgue amplifica a regido HMG do gemating-typeMAT1-2-

1 do patégeno. De todos isolados avaliados, apesaseis pertencentes a
populacdo d€. lindemuthianumgue causam sintomas tipicos de antracnose do
feijoeiro, amplificaram quando testados com estedegrimers confirmando
gue pertence a espécie. Barcelos, Souza e Vaillan(2011), apos trabalhar
com isolados teleomérficos da espé€ie lindemuthianumgue também nédo
amplificaram para o par darimers descrito por Garcia-Serrano et al. (2008),
desenvolveram um segundo parptieners que amplificou para a regido HMG
do genamating-typeMAT1-2-1dos isolados periteciais analisados pelas autoras.
Dos isolados estudados, apenas seis isolados (G8-2, G15-5, G25-1, G43-2

e G68-1), amplificaram a banda correspondente, dpaestados com os
primerscitados anteriormente, corroborando a hipotesgudeestes isolados da
populacédo sexual ndo sdo relacionados com os okl populacéo assexual,
quando se consideram estas analises da regido HiM@ede mating-type

MAT1-2-1 Menat et al., estudando@omerella truncata, desenvolveram um
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par deprimers especifico para a regido HMG do genating-typeMAT1-2-1,
no entanto, quando os 22 isolados foram testaddsstforam amplificados,
dessa forma, podemas concluir que epsiesersnao foram especificos.

Os marcadores IRAP/REMAP tém sido utilizados paspasar
diferentes espécies do gén&olletotrichum(SANTOS et al., 2012por meio
do RetroCI1 (retroelement@olletotrichum lindemuthianunl). No presente
trabalho, na analise de IRAP os isoladosGigletotrichum lindemuthianum
formaram um grupo distinto. O isolado S6 formou gmipo sozinho, no
entanto, um grupo irmao dos isolados@dindemuthianumOs isolados S2 e
S5 formaram um terceiro grupo, sendo irméo do gfapoado pelo isolado S1.
Os demais isolados que causam sarna formaram gdigto®os, com excecao
do G85-1 e G86-1 que estdo no mesmo grupo. Dl que ndo causaram
doenca, trés formaram apenas um grupo (G68-1, 6425-1) e os demais,
cada isolado formou um grupo distinto. Pode-se rnalae a maior
dissimilaridade foi entre os isolados que ndo cansaloenca com os isolados
que causaram, podendo inferir que esses isoladtsgfrecos possuem
caracteristicas semelhantes que foram detectadds pwarcador de
retrotransposons.

Este trabalho fornece o primeiro estudo detalhadwadias espécies de
Colletotrichumencontradas no feijoeiro comum e envolvendo vararacteres.
Os resultados obtidos mostram que uma andliseefilstica molecular devera
ser realizada para identificar as diferentes espédie Colletotrichum que
infectam o feijoeiro causando a antracnose e aasaifém disso, esses
resultados corroboram com a literatura que relatc@réncia de diferentes
complexos no génercolletotrichum o que dificulta a identificacdo das
diferentes espécies que causam doencgas em difefeodpedeiros (CANNON
et al.,, 2012; DAMM et al., 2009; LATUNDE-DADA et .al1999; LIU et al.,
2013).
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6 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

Os isolados deColletotrichum que coabitam lesdes de antracnose
apresentaram ampla variabilidade para todas asctedsdicas
avaliadas, evidenciando a ocorréncia de multipdpg@es.

A avaliacdo da severidade da doenca causada pmiExias de
Colletotrichumspp. deve ser realizada tardiamente, ou sejal aos
dias.

Apenas os isolados dg. lindemuthianumforam agrupados pelo
marcador IRAP.

O crescimento micelial d€. lindemuthianun@ bem mais lento que

dos demais isolados @mlletotrichumspp. avaliados.
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