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RESUMO GERAL

A ocorréncia de doenca é uma das principais capsasondicionam o
fracasso da cultura do algoddo, em particular agualjos agentes etioldgicos
sdo transmitidos por sementes. Entre as doengagide destaque na cultura do
algodéo no Brasil encontra-se a ramulose causadafymego Colletotrichum
gossypiiSouth varcephalosporioides. S. Costa. A transmisséo deste patégeno
por sementes a plantulas/plantas pode ser eleladendo citacdes de niveis de
até 70 %. Entretanto, demonstracao e quantificicdedte processo em algodao
ndo sao encontradas de maneira conclusiva natlitaraA deteccdo de€.
gossypii var. cephalosporioidesem sementes de algoddo tem sido alvo de
inimeros estudos até o momento, porém, a simildeidaorfoldégica entre este
fungo eC. gossypiiagente da antracnose, tem gerado dividas scleguaanca
e viabilidade dos testes desenvolvidos. Tendovista a necessidade de se
desenvolver técnicas seguras de deteccdo dessedungmostras de sementes,
mediante demanda dos atuais programas de ceddificag pais e, em razdo do
pouco conhecimento de que se dispbe sobre a tres@mmilo referido fungo por
sementes de algodao, novos estudos tornam-se areosssNeste trabalho, os
objetivos foram quantificar a transmissaoQlegossypiivar. cephalosporioides
a partir de sementes de algodédo; otimizar um potdode transformacdo que
utiliza o gene marcador tipo RFP; desenvolver nwtmia de deteccdo deste
fungo em sementes de algodéo utilizando um parideersespecifico para este
organismo. Para avaliar a transmissadCdgossypiivar. cephalosporioidess
sementes foram inoculadas, artificialmente, peldod® de condicionamento
fisiolégico. A transmisséo foi constatada tantopamtas sintomaticas como em
assintomaticas, sendo as taxas totais calculadaedicdes favoraveis para a
ocorréncia da doenga em questdo. O protocolo gaemgho dos protoplastos,
utilizado no estudo, foi eficaz para a producagdsoplastos de&. gossypii
var. cephalosporioidespbtendo-se assim, isolados transformados e, fsipel,
observar pela inoculacdo das sementes, a locabizdgdpatdégeno nos tecidos
das sementes, por meio de microscopia de fluoreiscéPara a deteccao Qe
gossypii var. cephalosporioidesdesenvolveu-se um par deimers que se
mostrou especifico para o referido patégeno, quammioparado com outras
espécies de fungos encontradas em sementes déi@lgentre patdgenos e
endofitos. Por estes estudos, ficou evidenciadoogprotocolo de deteccéo de
C.gossypiivar. cephalosporioidesem sementes de algodéao, torna-se promissor
para uso em programas de certificacdo e de vigdasanitaria vegetal no
Brasil.



Palavras-chave: Marcadores moleculares, transf@onagenética, primers,
ramulose, algodao



ABSTRACT

The occurrence of disease is one of the main faathich cause serious losses
in cotton crop, in particular those in which etigilmagents are seed-transmitted.
Among those diseases ramulosis cause@dletotrichum gossypii var South.
cephalosporioide®A. S. Costa may considered one of the most detirzgtan
Brazil. The transmission of this pathogen from setedemerging plants can be
high, reaching levels up to 70%. Several studie® teeen conducted to evaluate
the transmission process of the pathogen to enteimgitton plants, however,
this kind of association has not been demonstrateidquantified conclusively.
The detection ofZ. gossypii var. cephalosporioides cotton seeds has been
subject of numerous studies, however, the morplicdbgimilarity between this
fungus andC. gossypii wich is the agent of anthracnose, has broughbtdou
regarding the reliability and feasibility of the ahable tests. In this work the
objectives were: demonstration and quantificatioh ©. gossypii var.
cephalosporioidegransmission in cotton seeds; optimization of atqaol to
transform the fungus with a RFP gene; developméatroethodology to detect
this organism in cotton seeds using specific priny@eviously developed for
this pathogen. To assess the transmit@omgossypii var. cephalosporioidebe
seeds were artificially inoculated by the osmotiaditioning method, by which
seeds are kept in contact with the fungus colofoes36, 72 and 108h. The
transmission was observed in both asymptomatic synaptomatic plants and
the total transmnission rates being calculated féarorable conditions for
ramulose occurrence. The protocol to transforman ftimgus with RFP gene
marker was suitable for production of protoplastd to carry on studies on the
colonization of cotton seeds by the. For the d&tecbf C. gossypii var.
cephalosporioideshe pair of primers which was designed for that proved

to be specific in comparison with other fungal see@ssociated to cotton seeds.
In general, the protocol established for detectioh C. gossypii var.
cephalosporioidefn cotton seeds stands up as quite promisinghfmrporation
by official seed testing as demanded by Certifazatiand Phytossanitary
Programs.

Keywords: molecular markers, genetic transformatpmimer, ramulose, cotton.
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1 INTRODUCAO GERAL

O algodao Gossypium hirsutuni..) é considerado uma das culturas
mais importantes do Brasil, em virtude da utilizagg@ sua fibra, 6leo e outros
subprodutos e, ainda, pelo grande volume de prodobfido. O Brasil é o
guinto maior produtor, sendo a regido centro-oastesponsavel pela maior
parte da producgdo nacional.

Embora alguns avancos, do ponto de vista tecnapgenham sido
alcangados na cultura do algodéo, o desempenhm médional desta espécie,
ainda, continua baixo, quando comparado a outrésepaEste fato pode ser
explicado, em face da alta sensibilidade do algeda@céo conjugada de varios
fatores biéticos e abidticos.

A qualidade da semente € um dos importantes fatpresondicionam
0 sucesso ou o fracasso de uma planta em campont®le desta qualidade
envolve tanto acfes governamentais quanto do gwteado. Outro fator
importante que condiciona o sucesso ou fracassoquatguer cultura, é a
incidéncia de pragas e doencgas.

As sementes, além de serem um veiculo de inforrsagéaéticas
responsaveis por levar caracteristicas agronénacasampo, sdo, também,
consideradas o principal veiculo de disseminacdogdmde nimero de
patdégenos considerados de risco dentro ou entsegaiomo € o caso dos
fungos Colletotrichum gossypivar. cephalosporioidese C. gossypiagentes
etioldgicos da ramulose e antracnose, respectivianen algodao.

No Brasil, o agente causal da ramulose do algodfio tausado
prejuizos dos mais elevados, sendo ele j& carzatlericomo uma praga nédo
guarentendria regulamentada (PQNR), o que exigtabelecimento de padrbes

sanitarios para o0 mesmo em sementes. Isto faz ntermégtodos seguros e
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precisos de deteccdo do referido patdgeno sejgmordislizados ao sistema de
producao.

Com isso, percebe-se que ha necessidade de se comt métodos de
deteccdo para uso em andlise de rotina, que pra®nok requisitos de maior
precisdo, rapidez e baixos custos, havendo uméneiad na atualidade de
lancar mdo de marcadores que tornem o método sEEsifico e mais seguro.

Mais recentemente, estudos desenvolvidos no Labsarate Patologia
de Sementes da Universidade Federal de Lavrasadms® uso derimers
desenvolvidos de regides genémicas ITS, B-TubdiG@PDH, revelaram que
0 uso de alguns desses marcadores possibilitdnglisto agente da ramulose
do agente causador da antracnose do algodao.

Com base nestes resultados, os estudos foram Bemdalesenvolver
metodologia de detec¢do do fungo em questdo par deciécnicas moleculares.

A dindmica de transmisséo, via sementes dos mendwrasomplexo
Colletotrichumem algodédo, tem sido um dos temas mais complexmsueo
esclarecidos em nossas condicfes. Neste trabapecial atencédo foi dada a
aplicacdo de técnicas inovadoras de estudo dagGeslapatdgeno-semente,
como os marcadores génicos tipRetl fluorescent protein(RFP). Até o
momento, o uso desses marcadores em estudos degRatde Sementes
representa um desafio para a area, havendo umdegeapectativa pelo seu uso,
uma vez que possibilita acompanhar a dinAmicased®ticesso dos patégenos a
partir de sementes com indculo infectivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais sobre qualidade de sementescottiura do algodoeiro

O algodoeiro é uma cultura de grande expressaodatoa para O
Brasil., tendo sido estimado o plantio na safral2ll de uma area de 1.361,8
mil hectares com produc¢do de caro¢co em torno d&@3;H1mil toneladas e de
pluma de 1.934,1 mil toneladas (COMPANHIA NACIONALDE
ABASTECIMENTO, CONAB, 2012). Esses valores demaarstia importancia
da cultura para o pais, tanto pela sua participagfoessiva no contexto socio-
econdmico, gerando divisas pela exportacdo e cdividaale que emprega um
crescente nimero de mao de obra nas diferentesasetd® seu cultivo e
distribuicao final aos consumidores.

A exemplo de qualquer lavoura de espécies culisado
estabelecimento de populagfes de algoddo, comqoadi®rme e saudavel, é o
primeiro passo para se obter sucesso na produgdlsteAicdo de uma populacao
de plantas adequada, por sua vez, esta intimantigaida a utilizacdo de
sementes de alta qualidade. A qualidade das sesméet algoddo pode ser
influenciada por diversos fatores, que podem ocomwecampo, antes e durante
a colheita e, por outros que podem ocorrer no gernps-colheita, podendo se
estabelecer pelas etapas seguintes de producSiozot@io o beneficiamento,
deslintamento e armazenagem. O controle de quelidawvolve ac8es
governamentais como, implantagdo de uma legislagdspecifica,
estabelecimento de padrdes minimos de qualidadgylareentacdo para
certificac@o e andlises laboratoriais e do setorago, que se organiza em
associacdes estaduais, cooperativas, para queogsamias de producao de
sementes sejam monitorados, a fim de garantirezpugenética e as qualidades

fisica, fisioloégica e sanitaria das sementes (MACKA 2012). Esse sistema
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coordenado de a¢Bes do governo e do setor sengevitgirassegurar que apenas
sementes de qualidade sejam comercializadas (BRUNEBRUNETTA,;
FREIRE, 2011).

Alguns cuidados devem ser tomados, antes do plardino a escolha
da variedade ou cultivar, escolha da regido e &eado a area livre de
infestacbes de ervas daninhas, pragas e patogeea@cgrretam dificuldades de
cultivo e de colheita e, também, comprometem, S@ivamente, a qualidade
da fibra. A incidéncia de pragas e doencas, aodadaspecto de viabilidade da
semente depende em grande parte do histérico dadreue foi produzida. Por
essa razdo, recomenda-se a instalagdo de campas,mpdtiplicacdo de
sementes, em locais de boa fertiidade e livresddencas e pragas de
importancia econbmica, transmissiveis pelas semememo é o caso da
ramulose causada pelo fun@wlletotrichum gossypivar. cephalosporioides
A.S. Costa e o0 bhicudo do algodoeiroAnthonomus grandisou em areas
provenientes de rotacdo de culturas, pratica emaepuz, substancialmente, o
in6culo de doencas e a disseminacdo de pragasifecgseado algodoeiro
(BRUNETTA; BRUNETTA,; FREIRE, 2011).

A selecdo da semente pura da variedade que smgeetultiplicar é o
primeiro passo para a obtencdo de sementes deuat@lade. As sementes
destinadas aos campos de multiplicacdo devem gpririahs de entidades
(publicas ou privadas) idoneas, devidamente regiatr no Ministério da
Agricultura. E importante que o lote de sementesldsse superior apresente
elevada percentagem de germinacédo, vigor e o mipiossivel de qualquer
praga ou patdgeno. A qualidade das sementes, noent, € atestada por
Boletins de Andlise expedidos por laboratérios enethdos pelo Ministério da
Agricultura (BRUNETTA; BRUNETTA; FREIRE, 2011).

A producéo e controle de qualidade de sementelgdéém sdo aspectos

alvos de programas oficiais no Brasil, pelos quadglrdes de campo e
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laboratério sdo propostos com abrangéncia nacidaspecificamente para
padrdes sanitarios de sementes, alguns indicesitirpropostos, para alguns
patdégenos do algodao, entre eles encontraiaketotrichum gossypiivar.
cephalosporioides Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporumf.sp
vasinfectum Atualmente, estes padres fixados em zero, ainda foram

implementados.

2.2 Ramulose do algodoeiro: etiologia e sintomataia

Entre as doencas de maior destaque na culturdgddd no Brasil,
encontra-se a ramulose, causada pelo fu@gdletotrichum gossypiivar.
cephalosporioide&.S. Costa. Trata-se de um organismo que faz pdote
complexoColletotrichumque se associa ao algoddo. Membros deste complexo,
onde estd incluida a espécieolletotrichum gossypii,agente causal da
antracnose, pertencem ao Filo Ascomycota, cujactafstica principal é a
producdo de massa conidial de coloracao geralnaatanjada em acérvulos.
Muitas espécies desse género causam antracnosermhas em uma ampla
gama de plantas cultivadas de importancia econémidcambém, em plantas
ornamentais (BAILEY; JEGER, 1992; MENEZES, 2006).

Tanto Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides como
Colletotrichum gossypii pode causar doencas em qualquer fase de
desenvolvimento das plantas de algodao e sdo eadost predominantemente,
em tecidos acima do solo, no entanto, os 6rgadsrsabeos, tais como raizes e
tubérculos, também, podem ser afetados. Em raz8tesddatores, ambos
osfungos podem causar danos, economicamente, icignibs (PRUSK;
FREEMAN; DICKMAN, 2000).

A ramulose do algodoeiro, causada @wlletotrichum gossypivar.
cephalosporioidedpi relatada pela primeira vez no municipio de ¢kamia-SP,
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em 1936. Diferentemente dos sintomas de antracnesesados por
Colletotrichum a variedadecephalosporioidedoi descrita por Costa & Fraga
Jrem 1937, associada ao sintoma de superbrotafVd&GAS, 1946).

Atualmente, a doenca ja se encontra disseminadagas as regides do
Brasil, nas quais se cultiva o algoddo e vem calssaanos nos Estados de
Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e em alguocatidades do Nordeste
brasileiro. Ocorre, também, nos Estados de SaooRmuwlo Parana. Fora do
Brasil, foi relatada somente na Venezuela e Par&Gua; SALGADO, 2005).

A ramulose pode afetar plantas em qualquer fasgedenvolvimento,
principalmente, em tecidos jovens. Os sintomagadiraparecem primeiramente
nas folhas novas, tanto na haste principal como lai@sais, na forma de
manchas necroticas, mais ou menos circulares, qusihchdas no limbo entre
as nervuras, e alongadas, quando no sentido ldimgadu O tecido necrosado
tende a formar perfuracbes com formas angulosagosmtonhecidas como
“mancha estrelada”. As lesdes, principalmente des/unas, acarretam o
desenvolvimento desigual dos tecidos foliares, ionasdo o enrugamento da
superficie do limbo. O fungo afeta o meristemaagcovocando sua necrose, 0
gue estimula o desenvolvimento dos brotos latesferindo a planta um
aspecto de superbrotamento ou envassouramentoacoos e entrends curtos e
contorcidos, o que reduz o porte da planta CostayaRJunior (1937) citado por
Suassuna e Coutinho (2011).

Quando a doenca afeta plantas jovens, as genmmae dos ramos
com superbrotamento podem sofrer novas infecgGas morrerem, estimulam
0 desenvolvimento de novas gemas. Esse carrearedgias para o0 crescimento
vegetativo, em resposta a sucessiva destruicidogdams apicais, exaure
completamente a planta para a finalidade de featjfio. Plantas doentes podem
ser, entdo, facilmente distinguidas das sadiag, gpetda de folhas e a producéo

de um grande numero de capulhos abertos, alénodegiio de densa massa de
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folhagem escura. Normalmente, observam-se, na jpdetigor de plantas com
muitos sintomas, algumas folhas mais desenvolvides;oloracdo verde mais
escura e aspecto coriaceo ou quebradico.

A manifestacdo tardia da doenca originou a denag@maamulose
tardia de sintomas muito semelhantes, plantas eeerpresentam o
superbrotamento sé no apice (CARVALHO et al., 18T8;SALGADO, 2005).

A principal via de dissemina¢éo do agente da raseué a semente, por
meio da qual o patégeno pode ser veiculado extengmnna forma de conidios,
ou internamente, na forma de micélio dormente.f@dypode, ainda, sobreviver
em restos culturais. Veiculado pela semente oueptesno solo em restos
culturais, o inéculo primério causa lesdes pringeim algumas plantas que véo
servir como fonte de inéculo secundéario. LesBesurmdfrias ocorrem nas
plantas adjacentes propagando-se rapidamente, rfdomaeboleiras (CIA;
SALGADO, 2005). O progresso da incidéncia e da ri@ade da doenca é
influenciado pelo nivel de indculo nas sementesXARO, 2004).

ApOGs o estabelecimento do patdgeno na area deoswdua dispersao
ocorre, principalmente, por meio de respingos de/&hOs ciclos secundarios
da doenca séao favorecidos por chuvas intensasetatupas entre 2% e 30°C
e umidade relativa acima de 80% (MIRANDA; SUASSUN2ZQ04). A
sobrevivéncia do patdgeno no solo em restos cidtérale até nove meses, 0
que garante novas infecgdes em caso de planti@ssiues (ARAUJO et al.,
2003).

2.3 Métodos convencionais e moleculares na diagnakeC. gossypii var.
cephalosporioides A. S. Costa em sementes de algodao

Mesmo em paises onde se empregam testes de sanidazbmentes

como rotina, considera-se o seu nivel de desemeehio ainda insatisfatorio
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para um grande numero de patbégenos. Por exemgkteacdo de fungos pelos
métodos de incubacdo, utilizados em rotina de &bdo em todo o mundo,
ainda, requer o exame individual de sementes noostOpio, 0 que torna esta
pratica vulneravel, em funcdo de variagcdes queregprcom 0S Organismos
alvos da analise nas condicdes dos testes (VIEIR86). O problema se torna
mais complexo quando se considera a diferenciagice eespécies com
caracteristicas préximas. Ainda mais complexo seat@a tarefa de diferenciar
formas variantes, como ragas patogénicasfoemae specialis por meio
somente da observagdo em microscopio.

A diferenciacdo entre espécies de fungos fitofatiogs, em culturas
axénicas é, convencionalmente realizada, em suarimaipor meio da
observacéo de caracteristicas morfoldgicas e dgichs (ELLIS, 1971; 1976;
BARNETT; HUNTER, 1986).

Os critérios utilizados para a deteccao de fuegosementes seguem as
regras aprovadas pela International Seed Testisgdetion (ISTA) e, em sua
maioria, consistem em estimular os microrganismgeaauzirem estruturas
tipicas de cada fungo, formadas sobre ou ao reseimentes que permitam a
sua identificacdo, por meio diotter testou teste de incubacdo em substrato de
papel de filtro embebido em meio de cultura (NEERBD, 1979; ISTA,
1981; MACHADO; LANGERAK, 1993; 2002).

Para a deteccdo de fungos que exibem variacOetvais de formae
specialis”, racas patogénicas e variedades, alguns trabt#hosido voltados
para a utilizacdo de substratos seletivos ou atifiz de técnicas moleculares
que analisam o perfil proteico ou DNA do organisgque indica a grande
potencialidade do uso dessas técnicas em progdeneertificacdo de sementes
e de quarentena vegetal (VIEIRA, 1996; VIEIRA; MASHO, 2002).

Atualmente, percebe-se que, ainda, ha necessitlads® contar com

métodos de deteccdo para uso em andlise de rgtiegagreencham os requisitos
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de maior preciséo, rapidez e baixos custos, havemaotendéncia na atualidade
de lancar mdo de marcadores que tornem o métode @spiecifico e mais
seguro.

Um exemplo dessa necessidade de métodos de detedgidlos e
precisos é a deteccdo e diferenciacdo do comgiledetotrichumem sementes
de algodaoColletotrichum gossypivar. cephalosporioide® C. gossypiisdo
transmitidos pela semente e sdo morfologicamemelsantes e, portanto, sua
distincdo € extremamente dificil (MEHTA; MEHTA, 201 Um alto grau de
precisdo na identificacdo destes patdgenos é reitepara que apenas os lotes
de sementes livres da presenca dos mesmos se@adlis para o plantio.

Tanaka, Menten e Machado (1996) realizaram umdestobre a
diagnose deC. gossypiivar. cephalosporioidesconsiderando o habito de
crescimento dos fungos em sementes de algodoeites Rutores observaram
gue ndo houve variacdo no habito de crescimentisdtzslos de cada patégeno.
Chitarra (1996), estudando caracteristicas de 8des deColletotrichum
associados as sementes de algodao baseadas m@o®scritescritos acima,
observou que 40 % apresentaram caracteristicamgipieC. gossypii 35 %
comoC. gossypivar. cephalosporioides 25 % nao exibiram crescimento tipico
que possibilitasse a caracterizagédo dos isolados.

Pela caracterizagdo patogénica, observa-se interms&@|cédo de
agressividade entre isolados do compl@ddetotrichumassociado ao algodao
(SILVA-MANN et al.,, 2002), sugerindo a presenca deas fisiologicas.
Segundo Chitarra (1996), nem sempre se consegoermiscom clareza quais
sdo os patdgenos envolvidos na sintomatologiamalose e antracnose. Até o
momento, ndo foram realizados estudos mais apraflosd envolvendo os

processos de infeccdo desses agentes.
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Técnicas moleculares tém sido amplamente utilizagesa a
diferenciacdo e determinagdo de variabilidade genée um grande numero de
fungos e outros agentes fitopatogénicos.

Em estudo realizado por Silva-Mann et al. (2002raadores RAPD e
AFLP ndo se mostraram eficientes para a distincds @olados de
Colletotrichum gossypi C. gossypivar.cephalosporioides

Carvalho (2005), estudando as regides ITS 1, I'eSo2gene 5,8 S do
DNA ribossomal de dezessete isolados @selletotrichum gossypiivar.
cephalosporioides e cinco isolados deColletotrichum gossypii ndo
encontrou,também,diferenca entre os dois agentes.

Mehta e Mehta (2010),por meio das técnicas maieeslde RAPD,
ERIC- e REP-PCR da regido ITS rDNA para verificarasiabilidade genética
entreColletotrichum gossypi C. gossypivar. cephalosporioidedemonstraram
gue existem diferencas genéticas entre os isolagn®nientes das sementes e
aqueles provenientes de parte aérea, e esses rdpigsgforam claramente
distintos.

Segundo Glass e Donaldson (1995), genes consercadm histonas 3
e histonas 4, beta-tubulina e plasma membrana ATpadem ser usados com
sucessoem estudos de filogenia e analise do german@scomycetos e
Deuteromycetos para diferenciac@o entre espécrangio de PCR.

Em recente estudo realizado por Salustiano ef28l12), utilizando
métodos filogenéticos, confirmou-se que a ramulesea antracnose do
algodoeiro séo causados por dois agentes patogédigtintos e pertencem ao
complexoColletotrichum gloeosporioidedNeste trabalho, isolados de ambos os
fungos do referido complexo e outras espécies dgstero, foram comparados
por meio de diferentes genes com regibes recomenadaara estes fungos, e
com o uso de regiBes especificas de sequénciagedes B tubulina e GAPDH

foi possivel separar estes organismos.
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Dessa forma, postula-se que, por meio desses genmsssivelmente
outros ainda ndo estudados, seja possivel difareestes organismos, e isto
pode tornar-se uma ferramenta de grande utilidadarefa de diferencia-los em

analises de rotina para diferentes finalidades.

2.4 Transformacdo genética de fungos com marcadore&FP (Green

fluorescent protein) e RFP Red Fluorescent protein)

Além dos marcadores moleculares que surgem pardiaauna
identificacdo, quantificac@o e diferenciacdo deglafitopatogénicos e outros
organismos nocivos com caracteristicas morfologgsmelhantes, como é o
caso dos patossistemas em foco, também, estdo séifidados marcadores
proteicos do tipo GFPQreen fluorescent protéine RFP Red Fluorescent
protein), dentre outros, cujo alvo € a transformacéo geméesses organismos
com o intuito de auxiliar nos estudos dos mecarssm® transmissdo dos
mesmos por meio das sementes.

Diversos sdo os marcadores genéticos, utilizadogamsformacao de
microrganismos na atualidade, mas muitos empregamicas onerosas, que
podem ocasionar modificacdes indesejadas nos @rgasi em estudo.
Entretanto, os marcadores moleculares GFP e RFPcagificam a proteina
fluorescente verde e vermelha, respectivamentegcega como opcao valiosa
para estudos sobre a interacdo de agentes patogénit plantas (CHALFIE,
1994). Atualmente, ja foram desenvolvidos muitasavdes dagfp por meio de
mutacdes que induzem a substituicdo dos nuclestidae codificam varios
aminoacidos. Este tipo de marcador apresenta im@amnemtagens, como a ndo
descaracterizagdo do isolado transformado em rekagéa natureza original.

Atualmente, na literatura, sdo encontrados relsbge a transformacao

de diversos fungos, havendo para cada espécie exsid@de de ajustes nos
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protocolos utilizados. Para que a concentracaorfe ia célula seja satisfatoria,
a escolha do promotor e da metodologia empregadafgzer a transformacao
da célula deve ser otimizada para cada tipo delacdlam que se esta
trabalhando (LORANG et al., 2001; BALINT- KURTI; My CHURCHILL,
2000).

Para alguns patossistemas de importancia parai@ilagia em geral,
protocolos de transformacdo génica com marcadoreseigos tém sido
desenvolvidos e muitos tém sido usados com sugesadaliferentes espécies de
fungos. No caso do algodao, estudos recentes degelos por Pedrozo (2009)
com o fungoFusarium oxysporuni.sp vasinfectumdemonstraram a eficacia
desta técnica, sendo esta ferramenta de grandepaakp 0 conhecimento mais

detalhado das relacdes entre este fungo e sentengdgodao.
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1 RESUMO

Entre as doencas de maior destaque na culturagdd&d no Brasil,
encontra-se a ramulose causada pelo fu@giletotrichum gossypiivar.
cephalosporioides A transmissdo deste patégeno de sementes
plantulas/plantas pode ser elevada atingindo nivetisleraveis e sendo
dependente de inimeros fatores. O objetivo nestdbalho foi demonstrar e
quantificar a taxa de transmissao@egossypiivar. cephalosporioides: partir
de sementes de algoddo em condicGes favoraveis esiia interacdo. Foram
utilizadas duas cultivares de algodao, Delta Opakka Penta, e as sementes
foram inoculadas artificialmente pelo método dedicionamento osmético
com dois isolados, 260 (CNPA 054) e 262 (CNPA 038).sementes foram
mantidas em contato com as coldnias fungicidasspetoiodos de tempos: 36,
72 e 108 horas, que corresponderam a diferentesngais de in6culo.
Sementes inoculadas e ndo inoculadas foram semeadeasndicionadas em
camaras de crescimento vegetal com temperatur2® ee5 °C, por um periodo
de 25 dias. A transmisséo foi constatada tantolantgs sintomaticas como em
plantas assintomaticas. Sob as condicGes das dmmgeraturas utilizadas foi
possivel observar sintomas tipicos da doenca r@asagl das duas cultivares e
nos trés potenciais de inoculo do patégeno. A ntaixa de transmissao @&
gossypii var. cephalosporioidesque ocorreu no maior potencial de inéculo
inicial e na temperatura de 25 foi de 95%. Este resultado indica o alto grau de
relacéo entre o agente da ramulose e as semenragodao.

Palavras-Chave: transmissao, ramulose, potenciabdelo.
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2 ABSTRACT

Among the diseases occurring in cotton in Brazimulose caused by
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioidissone of the most important.
The transmission rate of this pathogen from seedsnierging plants can be
high and variable according to various factors. @hjective in this study was to
demonstrate and to evaluate the transmission f gossypii var.
cephalosporioidegrom cotton seeds under controlled conditions. fhat two
cotton cultivars, Delta DeltaPenta and Opal twdates of the fungus, 260
(CNPA 054) and 262 (CNPA 056), and two growing temagures, 20 and 25 °
C, were used. Seeds were inoculated by the pathibgeugh the osmotic pre-
conditioning technigue described in literature whijgrovided three inoculum
potentials in seeds of both cultivars used. Indedlaand non inoculated seeds
were sowed in soil substrate and left in growthrohers with temperatures of
20 and 25 ° C for a period of 25 days. Transmissibrthe pathogen was
demonstrated in both symptomatic and in asympta@matants, and the
transmission rates of the fungus were quantifidte Mighest transmission rate
of C. gossypii var. cephalosporioidesccurred at highes level of inoculum
potential (108h contact between seeds and funguis¢ aemperature of 25 °C.

Keywords: transmission, ramulosis, inoculum potdnti
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3 INTRODUCAO

Especificamente para cultivos, como do algodéo,ualidpde das
sementes é de extrema relevancia, ndo s6 como iloulovelas informacdes
genéticas responsaveis por caracteristicas agroaénmas também como um
meio de agregar valores pela incorporacgédo fisicauti®s insumos de grande
importancia para o aumento de produtividade.

Por intermédio das sementes, grande nimero degpat®gconsiderados
de risco, pode ser disseminado entre regifes pnadutlentro de um mesmo
pais e entre paises, determinando danos de dinsemsi@dculaveis, além de,
quase sempre, irreversiveis.

No Brasil, o cultivo do algoddo em uma grande divkde de
ecossistemas faz com que inumeros fatores, comadoasngas, tornem-se
limitantes a sua producado. A grande maioria do§gesios encontra na semente
sua principal via de disseminacdo. Dentre elemgd€olletotrichum gossypii
var. cephalosporioidesagente etiolégico da ramulose do algodoeiro, dastac
por causar danos irreversiveis a cultura.

Colletotrichum gossypiivar. cephalosporioidesagente da ramulose,
pode causar danos varidveis no algodoeiro comogcimane perfuracdes nas
folhas, enrugamento da superficie do limbo, nanidm@lantas, encurtamento
de entrends e superbrotamento, os quais compronteteescimento da planta e
a formacdo de capulhos (PIZZINATO; TANAKA, 1996;ZZINATO; CIA,
FUZATTO, 1994; ZANDONA et al., 2006).

Pela literatura, a transmissado planta-semente g@egé@meno, ndo tem
sido correlacionada com a severidade da doencampa Entretanto, baixos
niveis de incidéncia tém, muitas vezes, resultadaakos indices de infec¢édo

das sementes pelo patdgeno. A incidéncia de ramaltimma de 5% em campos
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de cultivo pode induzir niveis elevados de infeagd@emente, esse fato conduz
ao cancelamento de campos de producdo de semeanteggamas regides
produtoras (Araujo et al., 2009).

A transmissdo deC. gossypii var. cephalosporioidgsor sementes-
plantulas/plantas pode atingir niveis entre 60 &b,7@ isto pode gerar um
aumento intoleravel da intensidade da doenca (BanE¥90; Machado et al.,
2003).

De acordo com Machado (1994), o significado econérda associacao
do patdgeno com a semente pode ser estimado cargidea expressao de cada
doenca e na forma como ela se manifesta na natu@ezaanos decorrentes
dessa associacdo ndo se limitam apenas as perétas dila populacdo de
plantas hospedeiras no campo, mas alcancam uneadgéutras implicacdes
gue podem levar a danos irreparaveis em todoensdsagricola.

As condi¢cbes mais favordveis ao desenvolvimentoragtaulose séo
normalmente, temperaturas entre 25 e 30°C e umiddalkiva do ar acima de
80% (Mirandae Suassuna, 2004). Além do fator teatpe e umidade,
também, se deve considerar o potencial de inésub ocalizacdo na semente,
gendtipo, dentre outros que séo de extrema impatam processo infeccioso
(Tanaka &Machado, 1985, Araujo et al. 2006).

Em estudos sobre relacdo de doenca em plantasidérinia deC.
gossypii var. cephalosporioidesm sementes e a transmissdo subsequente,
Tanaka e Menten (1992) relatam a obtencdo de semirfiéctadas com indices
de incidéncia na faixa de 1,5% a 11,5% do fungmdé&es de transmissao do
patégeno em proporcdes de 1% a 6,5% de plantidasdsl com sintomas da
ramulose.

Machado et al. (2003) estudaram o efeito de nideisindculo nas
sementes e constataram que em 1% de sementesdiafeaicorria 3,37% de

plantas com sintomas de ramulose por hectare. @seauobservaram, ainda,
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que com 5% de sementes infectadas, o nivel deéimcii@ aos 28 dias apos a
semeadura atingiu 13,3%. Com niveis de incidéngisiando entre 0 e 16%,
Araujo et al. (2004) verificaram que os niveis dmenta foram diretamente
proporcionais ao nivel de incidéncia do patégersosementes.

Aravjo e Chitarra (2005) constataram o incremergoseveridade da
ramulose em relagdo ao aumento dos niveis de mgdal&eC. gossypiivar.
cephalosporioidemas sementes. A doenca apresentou alta severitzstao a
partir de lotes com 1% de incidéncia do patégeno.

Com base nestes trabalhos, observa-se que a rampéme sofrer
grande influencia do aumento do nivel do in6culoiah a partir de sementes
infectadas, portanto, o padrdo de tolerancia dageaib nas sementes deve levar
em consideragdo esta informacdo. Este padrdo driola guardam estreita
vinculagdo com a taxa de transmisséo (Machado,; TR&dmini et al., 2001),
embora se verifique que a infeccdo da semente ssgggare a transmissao do
patégeno para planta.

Considerando recomendacBes do Grupo Técnico Penteande
Sanidade de Sementes criado pelo MAPA (MAPA, 208Q)eterminacdo de
padrdes sanitarios para quaisquer patossistemasdeoados de risco para a
Agricultura brasileira deve ser baseada em esta@osificos com metodologia
adequada para estes tipos de estudos. Neste sagtithiormacfes encontradas
em literatura sobre avaliacdo da transmissédo dut@ga ramulose por sementes
de algodao néo esclarecem devidamente a relacBofdago com as sementes
desta espécie, em funcdo de variaveis que sdocoomaliloras da intensidade
com que este processo ocorre na pratica. Em getaaloalhos sédo baseados na
relacdo de incidéncia e ndo potencial de in6culopdtbgeno presente nas
sementes e 0s sintomas visuais da doenca naslamtadas das sementes
portadoras do patdgeno.

O objetivo neste trabalho foi avaliar a transmissép sementes de.
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gossypiivar. cephalosporioides partir de duas cultivares suscetiveis de algodéao

sob diferentes condigfes de temperatura e em fudw;@otencial de inoculo.
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4 MATERIAL E METODOS

Para estes estudos foram utilizadas sementes de allvares de
algodao, DeltaOpal e DeltaPenta, ambas suscefiveamulose, submetidas a
assepsia com hipoclorito de sédio a 1 %, duranteminuto e, em seguida,

secas em camara de fluxo laminar, sobre papel tgstndiurante 24 horas.

4.1 Isolados fungicos e inoculacdo das sementes

As sementes das duas cultivares de algoddo forameuladas
artificialmente com dois isolados: 260 (CNPA 054262 (CNPA 056) de.
gossypiivar. cephalosporioiddornecidos pela Embrapa Algodao, coletados em
Primavera do Leste- MT e Alto Taquari-MT respeatieate, em 2008.

O método de inoculagdo via condicionamento osmdicautilizado
para obtencdo das sementes com os referidos isotsdaliferentes potenciais
de in6culo (Costa, 2000; Machaelbal, 2001).

Os isolados foram cultivados em placas de Petfisdem de diametro,
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), modificpdla adicdo de manitol
com potencial hidrico ajustado para -1,0 MPa, seguralculo do Software
SPPM (Michel & Radcliffe, 1995), por sete dias e@Ba 25°C e fotoperiodo
de 12 horas. ApOs esse periodo, as sementes dtsildfe de ambas as
cultivares, foram colocadas sobre as colonias dgduonde permaneceram por
diferentes tempos de incubacéo (36, 72 e 108hyjjosestiradas e secas em
camara de fluxo laminar por 24 horas. Como testésinforam utilizadas
sementes que foram submetidas a restricdo hid¥ioaosfungo nos tempos de

(36, 72 e 108h) e sementes sem o fungo e sent&estridrica.
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4.2 Avaliacao da taxa de transmisséo

Os experimentos foram conduzidos em duas camarasedeimento
vegetal com temperaturas de 20 e°@5respectivamente, e fotoperiodo de 12
horas. Foram semeadas 100 sementes de cada tratamenopos plasticos de
300 mL, contendo como substrato autoclavado dauraiste PLANTIMAX ©
mais areia na propor¢éo de (1:2). A umidade dotsatbsfoi mantida em niveis
padronizados para garantir o desenvolvimento nomaal plantas durante o
periodo de 25 dias. A taxa de transmisséo totadégtimada pelo somatério da
morte das plantulas/sementes em pré-emergéncia anaEnsmissao para as
plantas com infeccdo sintomatica e assintomaBe&dr e Smith 1966; Shah e
Bergstrom 2000; Botelho, 2011). As plantas foramsideradas sintomaticas
guando apresentavam superbrotamento, lesdes wasr@ngulares, as vezes,
acompanhadas de perfuragbes nas folhas e lesBeéticeer no colo e
assintomaticas as plantas com auséncia dos sinfardascritos. A avaliacéo de
todas as plantas foi realizada pelo método destrutioletando-se todas as
partes com sintomas de cada planta e das assiitam@dram seccionados
somente a regido do colo e meristema apical. Taslgmrtes seccionadas foram
desinfestadas na sequéncia de alcool 70%, hiptclde sédio 1% e agua
destilada e esterilizada, por 1 minuto. Apés savagm papel absorvente, as
partes de uma mesma planta foram distribuidas acaplde Petri de 15 cm de
didmetro, contendo meio BDA e mantidas em incutmda 20°C
comfotoperiodo de 12 horas, por sete dias. ApGs psdodo, a ocorréncia de
crescimento micelial em cada parte da planta feentada com o auxilio de
microscopio estereoscépico e, quando necesséariestaguras fingicas foram
examinadas com o auxilio de microscopio 6ptico.radngmissdo da semente
para a planta foi positiva quando, no minimo, uasdepda planta sintomatica ou

assintomatica apresentou o0 crescimento micelial Gle gossypii var.
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cephalosporioidegBaker e Smith 1966; Shah e Bergstrom 2000; Botelh
2011). O delineamento experimental foi em blocasuakbzados, em esquema
fatorial triplo 2 x 2 x 3 (2 temperaturas — 20 €252 cultivares e 3 potenciais
de inéculo), com quatro repeticbes por tratame@tda parcela experimental
foi composta por 25 copos com uma semente por ctgializando 100
sementes por tratamento.

As andlises estatisticas foram realizadas com di@awo programa
Sisvaf’ versdo 5.3 (Ferreira, 2008). As analises de veiaaforam realizadas,
individualmente, para cada isolado @e gossypiivar. cephalosporioideslém
do controle (ndo inoculado) no esquema fatoriglldri As médias entre os

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tuk&ydp).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes das duas cultivares utilizadas estagamtas deC.
gossypii var. cephalosporioidesconforme resultados da andlise sanitaria
realizada antes da implantacdo deste trabalho.

Ambos os isolados do referido patégeno foram tritids para a parte
aérea das plantas a partir das sementes inocukrdagaxas variaveis e
diretamente proporcionais aos potenciais de in¢@guaivalentes aos diferentes
tempos de exposicdo das sementes as colbnias dkégas em substrato
agarizado, contendo o restritor hidrico manitof hdvendo variagdo em funcéo
da cultivar e temperatura, durante os 25 dias dév@uA transmisséo foi
constatada tanto em plantas sintomaticas como smt@saticas, sendo com
menor incidéncia nas assintomaticas.

Na temperatura de 20°C, foi possivel observar miato tipicos da
doenca nas plantas das duas cultivares nos tréegiais de inéculo, havendo
uma variagdo entre os isolados 260 e 262 na faXdd 29 % e, morte de pré-
emergéncia entre 17 e 48% para a menor e maioretatpa. Quando se
comparou as temperaturas observou que ndo howrentih estatitica (p<0,05)
nos dois potenciais de inéculo superiores (P2 ecBi3gspondendo aos tempos
de contato semente-fungo de 72 e 108h (Figura rB) pasolado 260. Para o
isolado 262, na mesma temperatura, essa variagde a 37% (Figura 2) com
morte de pré-emergéncia variando entre 13 e 48ftu@il). Ja para as plantas
assintomaticas, houve uma variacao entre 2 e 98 @esolado 260 e entre 1 e
13 % para o isolado 262 (Figura 3).

Por sua vez na temperatura de 25°C, as taxas dsmissdo com
observacéo de sintomas de ramulose variaram d&2T%gara o isolado 260 e
de 9 a 38% para o isolado 262 (Figura 2) e morteréeemergéncia de 17 a 74

% e 7 e 72 %, respectivamente (Figura 1). As ptaasaintomaticas oriundas de
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sementes inoculadas apresentaram o patdgeno ertesglos na propor¢cédo de
zero e 6% para o isolado 260 e de 0 a 13 % pamladp 262 (Figura 3).

Um dos sintomas que pode ser visualizado logo apgasmeadura em
condicBes favoraveis para a germinacdo das sematgeslgoddo € o
tombamento de plantulas em pré e pds emergénciadasi poC. gossypivar.
cephalosporioide¢Cia e Salgado, 2005).

Em relagdo as taxas totais de transmissdo Cdegossypii var.
cephalosporioidesque correspondem ao somatério de todas os peaierte
plantas mortas em pré e pés-emergéncia, plantas siotomas tipicos da
ramulose e plantas assintomaticas com o patégerseamtecidos, 0s maiores
valores foram observados na temperatura dé pPara a cultivar Delta Opal.
Neste caso as taxas variaram de 32 a 95% para or reemaior potencial de
inéculo, respectivamente. Do mesmo modo, na culidalta Penta, os maiores
valores de taxa de transmissao total foram obsesyddmbém, na temperatura
de 25°C com taxas variando de 26 a 91%. Com essekados pode-se inferir
gue a temperatura elevada é mais favoravel ao ggoade transmissao @
gossypiivar. cephalosporioidesle sementes para as partes aéreas do algodao
(Figura 4).

A temperatura e o0 potencial de inoculo s&o, partafdtores
condicionantes no processo de transmissdo do ademmulose por sementes
infectadas, havendo um limiar a partir do qual fet@s desta variavel deixam
de ser progressivamente lineares.

Merece atencdo neste estudo o fato de plantastasdiicas serem
portadoras de in6culo de. gossypiivar cephalosporioideso que é de grande
significado do ponto de vista epidemiolégico. Eneba@ proporcdo destas
plantas possa ser considerada baixa, o papel dafas fonte de in6culo em
condi¢bes de campo pode provocar situacdes inggE® negativas para o

cultivo do algodao.
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Fica clara, também, por este trabalho, a capaciddelada deC.
gossypiivar cephalosporioidesem causar mortes de sementes e plantulas de
algodao na fase de pré-emergéncia. Em se tratandmdungo necrotréfico, os
tecidos mortos portadores de indculo no preserse, geodem constituir fontes
de indculo importantes para novos processos irdeaside plantas na sequéncia
do desenvolvimento da populacdo sobrevivente ngpoam

Vale lembrar que Aradjo et al. (2006) observaram glintensidade da
doenca nao foi influenciada pelo tempo de exposigd@ntanto, a temperatura
foi fator determinante para a transmissibilidade mhtégeno. Os autores
relataram, ainda, que o aumento da temperaturaogmiopou altos valores de
incidéncia eseveridade.

Rey et al. (2009) colocaram as sementes @elletotrichum
lindemuthianunem contato com o fungo por 96 horas e relataraenogfungo
demonstrou um significativo poder de transmiss&da® inoculo suficiente pra
causar taxas de transmissdo da ordem de 70 a 80%.

Barrocas (2008) ja havia observado também que &mgde aumentou
0 potencial de inoculo do patdgeno das sementesehama reducdo da
porcentagem de plantas emergidas e um auamentaiagrath taxa de
transmissdo sintomatica, um componente diferemtmairabalho desenvolvido
se deu em relagdo a cultivares, uma vez que apoesdiferenca na avaliacio
da transmissibilidade, o que indica a importancas gadrdes sanitarios,
exigidos em programas de certificacdo, percebenddaiores como genotipos
do hospedeiro, potencial de in6culo entre outrogeser considerados no
estabelecimento desses padrdes.

Vale também destacar que Araudjo et al. (2009) ebhsam uma
correlagdo significativa entre os niveis de inOciiwgial e a incidéncia da

ramulose, quando 70% das macas estavam formadas;dmo entre os niveis
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de incidéncia no campo e a incidéncia do patdgersosementes, sendo esta
correlagdo altamente significativa no ano de agata2006.

Com base nos resultados deste trabalho, ficou msi@do que a
transmisséo d€. gossypiivar. cephalosporioidesia sementes é influenciada
pela pressdo de inéculo nas sementes, temperatara opasidao do

desenvolvimento inicial do algoddo, além da res@&édo hospedeiro.
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Figura 1- Taxas de transmissdo deolletotrichum gossypii var.
cephalosporioidesa partir de sementes de algodédo, considerandoe natert
sementes/plantulas na fase de pré-emergéncia, egdduda temperatura,
gendtipo do hospedeiro e potencial de in6culo ahido fungo em sementes
inoculadas.
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Figura 2- Taxas de transmissdo deolletotrichum gossypii var.
cephalosporioides,a partir de sementes de algodao,considerando aplant
sintomaticas, em fun¢do da temperatura, genétipeodpedeiro e potencial de

inéculo inicial do fungo em sementes inoculadas.



44

lsolado 260 Isclado 262

Transmissdo: Plantas assintomaticas(%)

36 72 108 36 i

H-e—ot—|
S g

108
Potencial de indculo Potencial de indculo
* DOP20°C + DOPZ20°C
o BPAPC o DP 20°C
v DOP25°C v DORP25°C
A DP25C & DP25°C

Figura 3- Taxas de transmissdo deolletotrichum gossypii var.
cephalosporioides,a partir de sementes de algoddo, considerandaplant
assintomaticas, em funcéo da temperatura, gendbigmspedeiro e potencial de

indculo inicial do fungo em sementes inoculadas.
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Figura 4- Taxa de transmissdo total d€olletotrichum gossypiivar.
cephalosporioidesa partir de sementes de algodao, considerandeadéapré-
emergéncia e em plantas sintomaticas e assint@satiem funcdo da

temperatura, genoétipo do hospedeiro e potenciai@rulo inicial do fungo em
sementes inoculadas.
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6 CONCLUSOES

A taxa de transmissdo dE€. gossypiivar. cephalosporioides de
sementes infectadas a plantula/planta de algoda&mjavel em fungéo de alguns
fatores, como potencial de inoculo inicial do patty e temperatura
prevalecente na fase inicial de desenvolvimento pldstulas/plantas. As
maiores taxas ocorrem nos potenciais de inoculos nedévados e em

temparaturas mais altas, no casd@®&m comparagdo com 2D.

Em condicdes de temperatura mais baixa, utilizadtertrabalho, a taxa
de transmissdo do agente da ramulose por sement@senor potencial de

indculo foi da ordem de 22%.
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1 RESUMO

Entre os patdgenos que se associam as sementeslgatdfioa
considerados de alto risco, destaca-se o fuiglbetotrichum gossypivar.
cephalosporioides,agente causal da ramulose. Diversos estudos tém sid
realizados para verificar o processo de transmiggiceferido patégeno das
sementes, para a parte aérea das plantas de aigpdo&retanto, até o presente
momento, este tipo de associacdo, ainda, ndo fdaresido de forma
conclusiva. Diferentes metodologias e ferramerfiasusilizadas para investigar
0 processo de infeccdo e colonizacdo de patégeklésn de marcadores
moleculares, tém sido também utilizados marcaddeegxpressédo génica do
tipo GFP Green fluorescent proteire RFP Red fluorescent proteinvisando a
transformacdo genética de microrganismos. O objetieste trabalho foi
adequar um protocolo de transformacédo que emprgga@marcador tipo RFP,
com vistas a sua aplicacdo para a espécigossypivar. @phalosporioide®,
por meio deste procedimento elucidar o processtrasmissdo/trajetoria de
colonizacao do referido patégeno em associacdossnentes de algodoeiro.
Para este trabalho foi utilizado o vetor plasmi@i@C002, contendo o gene de
resisténcia ao antibiético higromicina-B, gene potom pToxA e 0 gene da
proteina fluorescente vermelha. As coldniasGidletotrichum gossypivar.
cephalosporioide resistentes a higromicina-B foram selecionadas se a
observacdes do crescimento micelial e as carattadsmorfologicas dos
transformantes foram feitas com auxilio de Misobpsz Esteroscopico com
camera Leica DFC310 FX. Teste de patogenicidade&dizado e a localizacdo
do fungo transformado em plantulas de algodao pédebservada. O protocolo
para obtencdo dos protoplastos utilizados nestel@shostrou-se eficiente para
a producdo de protoplastos do furggo foco. A intensidade da fluorescéncia
vermelha foi variavel entre os individuos transfadms com RFP. Em relacéo a
estabilidade, a maioria dos transformantes ndo aqezoeu estavel, hifas
parcialmente fluorescentes perderam esta carditeris Quanto a
patogenicidade, o isolado LAPS 263 @e gossypiivar. cephalosporioides
transformado com RFP manteve-se patogénico. Piar coemarcador em teste
foi possivel observar a localizagéo do patégencesod cotilédones de plantulas
assintomaticas. Diante dessas observacgfes, ficoensiado que o uso de
marcar proteico tipo RFP é promissor para o estlagorelacfes entre 0 agente
da ramulose e sementes do algoddo, entretanto peaiguisas sao ainda
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requeridas para ajustes do protocolo utilizadoengstbalho tendo em vista a
obtencao de isolados mais estaveis apds o prodessansformacdo génica em
foco.

Palavras-chave: proteina fluorescente, marcadaragyémngromicina.
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2 ABSTRACT

Among the pathogens that are associated with cotseeds,
Colletotrichum gossypivar. cephalosporioidescausal agent of ramulose is
considered of high risk to that crop in Brazil. Wdugh several reports can be
found in literature on the transmission of thathpgen by cotton seeds,
demonstration and quantification of the transmissites are not well known.
In this study the aim was to establish a protooobbtain transformants dZ.
gossypii var. cephalosporioidegith protein markers like RFRegd fluorescent
protein), having in sight the application of that procexlto better understand
the relationship between that pathogen and coldrin&on seeds. For this study
the vector pSC002 plasmid, containing the genedsistance to the antibiotic
hygromycin B gene promoter pToxA and red fluoresqeatein gene was used.
By that procedure it was possible to select commiEColletotrichum gossypii
var. cephalosporioidaesistant to hygromycin B, which were used foreoth
steps in the transformation process. From the pathioity test, localization of
the transformed fungal isolates fungus on cottedlsegs was observed. The
protocol used for obtaining the protoplasts protete efficient for that purpose
in C. gossypii var. cephalosporioideIhe red fluorescence intensity was
variable between individuals transformed with RF &or the majority of the
transformants that characteristic was not staBlesed on pathogenicity test, the
isolate 263 ofC. gossypii var. cephalosporioidessansformed with RFP,
remained pathogenic to cotton seedlings in the same as the wild isolate.
Localization of the pathogen in the cotyledon ofrmagtomatic seedlings was
also observed in this study. Although those resinidlicate the potentiality of

the use of RFP markers to study the relationshipvdsen C. gossypii var.
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cephalosporioidesand cotton seeds they show the necessity of furthe

investigation for more conclusive information oe tise of that technique.

Keywords: Fluorescent protein ,marker gene, hyg@my
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3 INTRODUCAO

Entre os patégenos que se associam as sementesigadioa
considerados de alto risco para esta cultura, s o fungdColletotrichum
gossypiivar. ephalosporioidesagente etioldgico da ramulose, considerado uma
doenca importante que ocorre em todas as regidelsifpras desta espécie no
Brasil. Trata-se de uma doenca que ocorre em plaméa qualquer idade,
preferencialmente, em tecidos jovens comprometenda@rescimento do
meristema apical (Suassuna e Coutinho, 2011).

Diversos estudos tém sido feitos, para verificarpmcesso de
transmissédo do referido patdgeno das sementesa ande aérea das plantas de
algodoeiro, entretanto, até o presente momente, tgxi de associacdo ainda
néo foi esclarecido de forma conclusiva.

O acompanhamento de eventos que ocorrem no amhdent#lulas
procariotas e eucariotas, a visualizacdo de organel monitoramento da
localizag&o, movimentacao e atuagdo de produtds@gtém sido ainda um dos
desafios da pesquisa (Figueira, 2002).

Diferentes metodologias e ferramentas séo utdigapara investigar o
processo de infeccdo e colonizacdo de patégenasalmdénte o uso de
marcadores moleculares tem sido utilizado em estude uma grande
diversidade de microrganismos entre outros. Emphttmogia as técnicas,
empregando marcadores genéticos, tém sido de giammetancia, uma vez
que auxiliam na identificacdo, quantificacdo, diferiacdo de microrganismos
fitopatogénicos, além de auxiliar na determinacaovdriabilidade genética.
Além dos marcadores moleculares, também vém sdilidados marcadores de
expressdo génica do tipo GFISréen fluorescent proteine RFP Red
fluorescent proteiy dentre outros, visando a transformacdo genétiea

microrganismos.
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A descoberta das proteinas fluorescentes e siGagid no estudo da
biologia celular trouxeram vantagens para elucwgrocesso de infeccdo e
colonizacdo dos fungos e de outros microrganismos, @or meio da
transformacao destes, torna possivel visualizar @oxilio de miscroscopia de
fluorescéncia e confocal a expressdo desses gesess ferramentas tém sido
empregadas com sucesso por alguns pesquisadoresagDat al., 1999;
Bloemberg et al., 2000; Horowitz et al., 2002, Cl¢ral., 2002; Oren et al.,
2002).

As proteinas fluorescentes sdo marcadores impestaque tém
revolucionado a biologia celular na dltima décaatacipalmente no estudo de
células vivas (Freitag et al., 2004).

A partir da clonagem do cDNA de um gene que caalifima proteina
fluorecente verde (green fluorescente protein — )G#é# Aequorea victoria
realizada por Prasher (1992), citado por Lorangl.e2001), muitos trabalhos
vém sendo desenvolvidos utilizando este gene e denigados, inclusive em
fungos filamentosos.

A utilizacdo da técnica de transformacdo de patdgesom uso de
proteinas RFP, assim como de GFP, apresenta insivenéagens na marcacao
génica, pois a sua expressdo pode ser visualizadabservacde vivo de
células individuais, populacdes de células ou egarmismos interagindo com
simbiontes ou com o ambiente em tempo real. Aléssadipossui baixa ou
nenhuma toxicidade ou atividade endégena, sendeneatente estavel, além
de manter a atividade, quando associada a muitaimas celulares e
extracelulares (Lorang et al., 2001; Lagopodi £t24102).

Na literatura, sdo encontrados relatos sobre aftianacdo de diversos
fungos, havendo para cada espécie a necessidadfusies nos protocolos
utilizados. Para que a concentracdo desses maesagénicos na célula seja

satisfatéria, a escolha do promotor e a metodolegipregada para fazer a
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transformacéo da célula deve ser otimizada para tipo de célula com que se
esta trabalhando (Tombolini et al., 1999; Lorangl&001; Spelling et al. 1996;
Balint- Kurti et al., 2000).

Para estudos envolvendo fungos transformados e nsespealguns
resultados ja conhecidos tém revelado que estacéétem sido Util para o
conhecimento destas relacdes biolégicas. Exemplimslaplicacdes é fornecido
pelo trabalho de Du et al. (1999), pelo qual Um lrivel de expresséo do GFP
em Aspergillus flavusnostrou a viabilidade do uso da técnica para maita
colonizacdo de sementes de milho e indicando tam&émpossivel a sua
utilizacdo na triagem de sementes provenienteintdagens resistentes obtidas
em programas de melhoramento genético.

Em estudo desenvolvido por Rajasekaran et al. (288i8possivel
elucidar com detalhes a dindmica do processo dmiealcdo de sementes de
algoddo comAspergillus flavustransformado com GFP. Foram observados
todos os tecidos das sementes colonizadas e aidaslecdessa colonizagéo,
concluindo-se que o fungo coloniza o interior dmesate, 0 tegumento e 0s
cotilédones, no prazo de 72 horas. Observaram tamipge a entrada do
patdégeno ocorre por meio de poros existentes masrges.

Apesar dos trabalhos citados acima, estudos cogofugeneticamente
modificados na area de patologia de sementes parigla os mecanismos de
transmissdo semente- planta ainda sdo escassos.

O conhecimento dos mecanismos que envolvem a Bdece
transmissdo d€. gossypiivar. ephalosporioidesvia sementes a plantas de
algodao, ainda é aspecto pouco esclarecido. O aigécdicas moleculares via
marcadores genéticos, podem auxiliar na eluciddedses mecanismos.

O objetivo neste trabalho foi adequar um protoa#otransformacéo
gue emprega o gene marcador tipo RFP, com vistsisadaplicacdo para a

espécieC. gossypiivar. ephalosporioidese, por meio deste procedimento
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elucidar o processo de transmissao/trajetéria denizacdo do referido

patégeno em associacdo com sementes de algodao.
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4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nos laboratérios dedgi de Sementes e
de Microscopia Eletrénica do Departamento de Fitbpgia da Universidade
Federal de Lavras.

4.1 Obtencao do isolado e do vetor de transformacgéo

O isolado deColletotrichum gossypivar. cephalosporioidesutilizado
neste estudo, LAPS 263 (CNPA 0058) foi fornecidta gémbrapa Algodao,
coletado em Primavera do Leste- MT em 2008. O vegt@asmidial de
transformacéo utilizado foi o pSC002, contendo megele resisténcia ao
antibiotico higromicina-B e o gene promot@ToxA originado do fungo
Aspergillusnidulans para expressdo da proteina fluorescente vermekta.
plasmideo foi cedido pelo pesquisador Dr. Theo danlLee (Plant Research
International/Wageningen University and Researaht€re NL).

4.2. Obtencédo e transformacéo dos protoplastos deolletotrichum gossypii
var. cephalosporioidesom RFP.

O protocolo utilizado foi 0 mesmo descrito por Blove(2010) destinado
a obtencéo de protoplastosSiderotinia sclerotioruminicialmente o isolado de
C. gossypiivar. cephalosporioide$oi cultivado em placas de Petri de 9 cm de
diametro, contendo meio batata-dextrose-agar (Bp#)cinco dias em BOD a
25°C e fotoperiodo de 12 horas. Para a obtencaprdtaplastos, a metodologia
foi adaptada, de acordo com Boland & Smith, (199L})ljeroth et al (1993). A
partir do fungo desenvolvido em BDA, foi feita usaspensdo de esporos por

raspagem do micélio com alca de Drigalski e 4gséildda esterilizada da qual
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se restirou 1,0xf0esporos/mL que foi vertido em Erlenmeyer, conteb@anL
de meio BD (batata-dextrose) os quais foram colosa agitador mecénico
horizontal a 100 rpm com temperatura controlad®®C2por 72 horas. Apés
esse periodo fez-se a filtragem e secagem do milaférigico por meio de
bomba a vacuo. Duzentos miligramas de micélio agduforam colocados em
tubos falcon contendo 6 mL de estabilizador osrmdtiaCl 0,7M mais a enzima
Lyzing Enzimes (Sigma- L1412-10G), na propor¢dd @de mg para cada 3 mL
de solucdo osmdtica. Os tubos foram acondicionadogagitador a 75 rpm em
temperatura de 28°C onde permaneceram por 3 H&raseguida, a solucéo foi
filtrada com uma camada de gaze esterilizada sfadda para microtubos, os
protoplastos foram observados em microscopio @&igaantificados em camara
de Newbauer. A suspensao de protoplastos obtidzefarifugada por 5 minutos
a 2000 rpm, sendo o sobrenadante descartado &brpssuspendido em 200 pl
de NaCl 0,7M gelado f€) e, novamente, ressuspendido em tampdo de
armazenamento contendo: quatro partes de STC (Os®rbitol, 50 mM Tris
HCI pH 8,0 e 50 mM Cag) e uma parte de SPTC (0,8 M Sorbitol, 40%
PEG4000, 50 mM Tris HCI pH 8,0 e 50 mM CgClI

Foram adicionados a suspensao protoplasmaticacenoentracédo final
de 2,1.16 em 100 pL, 10 pL do DNA plasmidial pSC002 DsRe@®%dl,66
Hg/uL), misturando-os vagarosamente com auxilio wea pipeta. Os
microtubos, contendo a solucdo, foram mantidos elm gor 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de SPTC (40% do PEG4BDOKA), deixando a
suspensaem temperatura ambiente de 22°C por mais 20 minutos

Apbs esse periodo, a suspensdo foi vertida em 20@enmeio de
regeneracdo a 43 (0,1% de extrato de levedura (Sigma-Y4250-25@G)%
do casienhydrolysate (Sigma-C8845-500MG), 34,2% sdearose (Sigma-
84100-1KG) e 1,0% de agar granulado (Difco-10160801TKG) em 1.000 mL

de &gua destilada, autoclavados a ¥2@or 20 minutos). Em seguida, 20 mL
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do meio com a suspensédo foi vertida em dez placaPealri de 9 mm de
didmetro. contendo meio. As placas contendo o meelaflos foram mantidas
em BOD por 48 horas, a %5 Ao final desse periodo, 10 mL de &agar-agua
contendo o antibiético higromicina-B na concentoagke 100ug/mL foram
vertidos sobre os isolados de cada placa, sendorelatidas em BOD, a 26

por 7 e 10-dias .

4.4 Selecdo, verificacdo da estabilizacdo e caratsticas dos transformantes

As colbnias de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
resistentes a higromicina-B foram selecionadasreseguida transferidas para
meio BDA contendo diferentes concentracdes do iatitib seletivo (40, 50, 60,
80 e 100 mg de Higromicina B/mL de BDA).

Para garantir a estabilidade dos transformantakzaeam-se sucessivas
repicagens das colbnias @mlletotrichum gossypivar. cephalosporioidegm
meio BDA com e sem higromicina B (§@/mL). Observacdes foram feitas
sobre o0 crescimento micelial e as caracteristicasrfoidgicas dos
transformantes. Quanto a testemunha o monitorameiatofluorescéncia
realizou-se com auxilio de Miscroscopio Esterosmdptom camera Leica
DFC310 FX (Fluorecence Microscope Digital Color Gaa).

4.5 Patogenicidade e localizac&o do fungo transfoado em plantulas de
Algodoeiro

Sementes de algod&o, cultivar Delta Opal, foranmetidas a assepsia
com hipoclorito de sédio a 1 %, durante 1 minuteem, seguida, secas em
camara de fluxo laminar, sobre papel germitestrdar@4 horas. Em seguida
procedeu-se a inoculacdo das sementes com o framggfdrmado, por meio da

técnica de condicionamento fisiolégico (Machadalet 2001), em diferentes
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tempos, que corresponderam a diferentes poterddaisioculo (P) (P1 = 24
horas, P2= 48, P3 = 72 e P4 = 96). Ap0Os essesdosrite tempo, as sementes
foram submetidas a secagem em camara de fluxodaman 24 horas.

Para a avaliacdo da patogenicidade e localizacfiongo transformado,
as sementes inoculadas foram semeadas individusneen copos plasticos
com capacidade para 300 mL contendo substrato PIMNX ® mais areia na
propor¢do de 1:%reviamente autoclavado. O enstibconduzido em camara
de crescimento vegetal com temperatura d&C26om fotoperiodo de 12 horas.
Dois e dezoito dias apés a emergéncia (DAE) aggddoram excisadas em trés
e cinco partes respectivamente, sendo as de dds Bipocétilo, insercédo dos
cotilédones e cotilédones e nas de 18 DAE hipacdtilsercdo do cotilédone,
cotilédones, epicotilos e folhas verdadeiras. T@dapartes excisadas passaram
por assepsia em alcool 70%, hipoclorito 1% e lasamiés vezes em agua
destilada esterilizada, sendo as mesmas distribeitiaplacas de Petri de 9 mm
de didmetro contendo meio seletivo BDA mais Higiwind B e incubadas em
camara BOD a temperatura de @5 e fotoperiodo de 12 horas por 5 dias. O
crescimento micelial sobre as partes das planplitagieadas foram observadas
em Miscroscopio Esteroscépico com camera Leica OBO3X (Fluorecence
Microscope Digital Color Camera). Laminas com c®rtFansversais e
longitudinais das partes excisadas foram preparaglasisualizadas em
microscopio de epifluorescéncia (Zeiss Axio ObseXd) equipado com o
filtro RFP, com filtro de excitacdo 510 a 560 nnpieo de transmissao para
excitacdo em 540 a 583 nm. As imagens obtidas dmedes foram editadas
utilizando-se os softwares Axio Vision Release V.4, o Microsoft Office

Picture Manager.



63

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo procedimento de obtencdo de protoplastos degudste trabalho
ficou evidenciado que o protocolo modificado portddlmo (2011) mostrou-se
também adequado para a producéo de protoplastbsl(¥100 pL) deC.
gossypiivar. cephalosporioides

Os protoplastos obtidos quando adicionados ao neicegeneracao e
plagueados em placas de Petri, foram capazes marfanicélio em quantidade
satisfatéria sobre o meio 4gar-agua contendo diétitio higromicina-B na
concentragéo de 1G@/mL, confirmando assim, a regeneracéo do fungmrio
obtidos 10 transformantes @e gossypivar. cephalosporioidesontendo o gene
DsRed.

Quanto ao teste com diferentes concentracbes d®nfigna, os
transformantes do fungo em estudo, desenvolveramedieor na concentracao
de 60 mg de higromicina B/mL de BDA. De acordo atexdos da literatura, as
concentracdes do antibiético utilizadas nos prdtscde transformacfes para
outros fungos sao bastante variaveis, como, pangie paraMycosphaerella
fijiensis cuja concentracdo é 20y higromicina-B/mL (Balint-Kurti et al.,
2000), paraFusarium graminearumem que a concentracdo inibitéria do
antibiético chega a 30pg/mL (Maier et al., 2005). Siqueira (2009) observou
gue até a concentracdo de | ®#FmL de higromicina-B, o fung&tenocarpella
maydisapresentou crescimento gradual, havendo reducéduada entre 30 e
45 ug/mL, o que caracterizou, ainda, o crescimentodferido isolado nessas
concentra¢cdes. Botelho (2011) observou que a ctmac@o de higromicina de
100mg/ml proporcionou o desenvolvimento maiorSaéerotinia sclerotiorum
Isso faz com que essa determinacao seja feitacpdeacaso.

A intensidade da fluorescéncia vermelha foi valiéntre os individuos

transformados com RFP, havendo comprovacao da@asnfluorescéncia no
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isolado original utilizado, Isolado 263 (sem tramsfagéo), quando foi excitado
com filtro RFP (Figura 1). Em relacdo & estabilelach maioria dos
transformantes ndo permaneceu estavel. Foram alsenhifas parcialmente
fluorescentes, as quais apos sucessivas repicgugEdgram esta caracteristica
(Figuras 2 e 3). Segundo Lorang et al (2001), feamgmntes gerados a partir de
protoplastos multinucleados como € o casdBdeytis cinerea, Pyrenophora
tritici-repentis e Sclerotinia sclerotiorummuitas vezes sdo expostos a
fluorescéncia apenas algumas células flungicas, mp@ém a expressao do
fenotipo de fluorescéncia, necessitando ser treadefevérias vezes para meios
seletivos para uniformizar a expressdo do geneadarmas hifas. O que néo
acontece em transformantes gerados a partir degtestos uninucleados em
que a fluorescéncia é mais uniforme, como acontama alguns fungos
trasformados e relatados em literatura coBulletotrichum magna,Verticillium

dahliae, Alternariaalternata, sativus Cochliobolusambucinume Fusarium

spp.
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c

Figura 1 - Fotomicrografias de microscopio estereoscopico de
fluorescéncia, da expresséo da proteina vermelbeeicente, RFP, em
C. gossypiivar. cephalosporioides(A) Micélio do isolado 263 sem
transformacao com filtro de luz normal; (B) Micétlo isolado 263 sem
transformacéo com filtro de luz RFP; (C e D) Miodlio isolado 263

transformado com filtro de luz RFP apresentandordscéncia.
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c

Figura 2 - Fotomicrografias de microscopia de epifluorescénda
expressao da proteina vermelha fluorescente, RRIE. eyossypiivar.
cephalosporioides(A) Micélio do isolado 263 sem transformacdo com
filtro de luz normal; (B) Micélio do isolado sematisformagédo com
filtro de luz RFP; (C) Micélio do isolado transfaado com filtro de luz
RFP e (D) Hifa isolado do fungo apresentando flsciacia.

Vale destacar que estudos citogenéticos ja reakizadmC. gossypii
var. cephalosporioidegpor Roca et al. (2004) evidenciaram a ocorréneia d
conidios com dois a trés nucleos em baixas properedsto pode ter sido uma
causa da baixa estabilidade observada entre osdisoldo referido fungo
transformado neste estudo.

Outro aspecto que chama atencdo neste trabalhaciomhdo as
caracteristicas morfoldgicas, foi o comportamerifierente apresentado entre 0s

dois isolados, transformado e ndo transformadotelNesentido o crescimento
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micelial do isolado transformado foi mais lento @mcbaixa producdo de
esporos nas mesmas condi¢cdes e periodo de incubaefiados (Figura 4).

Porém, foi observada que uma alta proporcéo delicenformados na col6nia
do isolado transformado oriunda da recuperacdauagof de plantas infectadas
pelo referido isolado apresentaram-se com a fleéresa vermelha intensa
(Figura 5).

Figura 3 — Isolados deC. gossypiivar. cephalosporioides(A)
Isolado LAPS 263 nao transformado e (B) Isolado §AF63
transformado com RFP.

Segundo Chalfie et al. (1994), o uso desses mamesdgEnicos tipo
GFP e RFP ndo interferem nas fun¢cfes normais dldas<é, portanto, pode ser
utilizada para analise dos processos celularesr@ax, 1996; Tsien, 1998).

Vale destacar alguns exemplos relatados na litergiwe demonstram a
eficacia da transformacé@o génica com marcadorggipos com o intuito de
estudar as relagbes em alguns patossistemas. Bathtyarelativamente recente
Siqueira (2009) com o fungdtenocarpella maydisansformado com os genes
marcadores GFP e DsRed houve manutencdo das c@taste morfologicas e
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infectividade originais, quando comparado aos dmsda originais, nao

transformado. Da mesma forma, Pedrozo (2009), gomsecom 0 mesmo

protocolo usado neste trabalho co@ gossypii var. cephalosporioides
transformarFusariumoxysporumnf.sp vasinfectum tendo havido a manutencao
das caracteristicas avaliadas no isolado transttwraasemelhanca do isolado
original.

Diante desses resultados, fica evidenciado que estiglos sdo ainda
requeridos para o uso de marcadores proteicos Gomgossypii var.
cephalosporioides havendo necessidade de algumas modificacfasEajno
protocolo seguido, o qual tem sido de grande atié@para estudos com outros

patossistemas de interesse no Brasil.

.

.
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Figura 5 - Fotomicrografias de microscopia de epifluorescénda
estruturas deC. gossypiivar. cephalosporioides(A) Micélio, setas e
massa de esporos (B) hifa isolada e esporos; (¢ esjoros do fungo
apresentando fluorescéncia.

Quanto a colonizacdo das sementes inoculadas peseelmue a
inoculagéo do isolado transformado pode ser corsidebem sucedida, sendo
possivel visualizar um consideravel volume de hifas tecidos das sementes
(Figura 6).

.

.

Figura 6 — Fotomicrografias de microscépio estereoscépico de

fluorescéncia, de sementes inoculadas cd@n gossypii var.
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cephalosporioidesransformado. (A) 24h horas de inoculagéo (B) 48h
(C) 72 horas e (D) 96 horas.

Observa-se que o isolado LAPS 263 de gossypii var.
cephalosporioidesransformado com RFP manteve-se patogénico aoadgod
apresentando os sintomas tipicos da ramulose @Figur

Importante salientar que em outros estudos comdasanarcadores
protéicos ndo houve diferencas na patogenicidaile isolados transformados e
nao transformados com GFP Basarium oxysporuni sp. vasinfectume de
Sclerotinia scleortiorumsob condi¢des controladas (Pedrozo,2009; Botelho,
2011). Entretanto, observou-se que na primeira sama isolado n&o

transformado (LAPS242) d8. sclerotiorumocasionou maior severidade da

doenca.

Figura 7 — Patogenicidade do isolado 263 transformado com @dfflé em
diferentes tempos de inoculacdo das sementes. dgtemunha sem a presenca
do patdgeno (B) 24h horas de inoculacdo (C) 48shdi@) 72 horas (E) 96
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horas e (F) Plantula com sintoma de encurtaments dotrenés e
superbrotamento.

Em relacdo a trajetdria do patdégeno em plantultectadas, que foi
avaliado com auxilio do plagueamento de fragmewtgetais em meio seletivo,
foi possivel observar a presenca do fungo sobreotilédone de plantulas
assintomaticas coletadas com dois DAE (Figura 8#),maior potencial de
in6culo utilizado (96 horas de exposicdo das seesembd fungo) (Figura 9 A e
B). No hipocétilo e cotilédone de plantulas/plantssintométicas, coletadas
com 18 DAE (Figura 8 B), a presenca do fungo fosevbada nos maiores
potenciais de inoculo, P3 e P4 (Figura 10 A, B, @).€As plantulas/plantas das
testemunhas ndo apresentaram crescimento micelfahdo. Estas observacdes
foram feitas cinco dias apds o plaqueamento dagmieatos de tecidos das
plantas avaliadas.

A visualizacdo de hifas fluorescentes d€. gossypii var.
cephalosporioidesgom o auxilio de microscopia de epifluorescénaimente
foi possivel nos cortes transversais do hipoc@tlietado com 18 DAE (Figura

11). Nos cortes transversais da testemunha namleérvado crescimento

micelial.
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Figura 8 — Plantulas de algodoeiro infectadas com o isoR&®transformado
com gene RFP em diferentes tempos de inoculac@eetiasntes. (A) Plantulas
com dois DAE e (B) Plantulas com 18 DAE.

Figura 9 - Fotomicrografia de microscopio estereoscoépicolueréscéncia do
cotiléedone com crescimento micelial @& gossypiivar. cephalosporioide
transformado sementes inoculadas c@mn gossypiivar. cephalosporioides
transformado. (A) Potencial de inoculo P1 (B) P2RG e (D) P4.



Figura 10 - Fotomicrografia de microscépio estereoscoépicdlumescéncia do
crescimento micelial d€. gossypiivar. cephalosporioidegransformado nos
tecidos de partes de plantulas de algodoeiro. BY kipocétilo com filtro luz
normal e com filtro de luz RFP, respectivamenteg(D) cotilédone com filtro

luz normal e com filtro de luz RFP, respectivamente
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C

Figura 11- Fotomicrografias de microscopia de epifluoresi@nde corte
transversal do hipocétilo de plantula com a presagchifas fluorescentes @e
gossypiivar. cephalosporioidecom diferentes dimensdes. (A) com filtro luz
normal (B, C e D) com filtro de luz RFP e aumenttes 10x, 20 e 40x,

respectivamente, evidenciando a presenca de hifag$centes.

Pela literatura, informagBes sobre transformacdoCdé#etotrichum
gossypii var. cephalosporioidesom o marcador DsRed.ndo ndo foram ainda

relatadas.
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6 CONCLUSOES

A transformacdo genética deColletotrichum gossypii var.
cephalosporioidesom o marcador DsRed foi alcangcada com sucessé&mp o
protocolo utilizado ainda requer ajustes para um o®is extensivo desta
técnica em estudos sobre relagBes entre o refpadidgeno e sementes de
algodéao

Por meio do uso desta tecnologia, foi possivelalizar a colonizacdo
diferenciada dos tecidos das sementes de algodadumgéo de diferentes

potenciais de indculo e outros fatores que podeenfarir nesta relacao.
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CAPITULO 3 - DETECCAO DE Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides POR MEIO DE PRIMERS ESPECIFICOS EM
SEMENTES DE ALGODOEIRO
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1 RESUMO

Os fungosColletotrichum gossypi C. gossypivar. cephalosporioides,
causadores da antracnose e ramulose, respectiwnsdat morfologicamente
semelhantes. A precisdo na identificacédo entreselse patdgenos é necessaria,
porém, nem sempre esta distin¢cdo tem sido posévedaneira segura. Por este
motivo, estudos recentes com filogenia utilizand@ene$-tubulina, GPDH e
a regido ITS, demonstram o potencial do uso degusrespecificos destes genes
na distincdo entreC. gossypiivar. cephalosporioidese C. gossypii agentes
causais da ramulose e antracnose em algodao. Czerebaestudos anteriores
realizados pela equipe envolvida com este estuddbjaiivo neste trabalho foi
desenhar primers especificos de regides estaveisetieridos genes e testa-los
pela técnica de PCR para distingdo dos dois fuagpassociacdo com sementes
de algodéo infectadas pelo agente da ramulosepécifisidade doprimersfoi
testada pela amplificacdo do DNA gendémico, extraldoisolados do agente
etiologico da ramulose e de outras espécies fungiglatadas em algodao. A
sensibilidade da reacdo de PCR foi avaliada nacgltedeC. gossypiivar.
cephalosporioideem sementes de algoddo com niveis de infecca®@ésl
10% e 1% e como testemunha sementes sem inocul@gaesultados
demonstraram quarimersdesenvolvidos CGCf e CGCr, foram especificos para
C. gossypiivar. cephalosporioidese foram eficazes para a deteccaoQle
gossypii var. cephalosporioidesem amostras de sementes de algoddo, com
niveis de incidéncia do fungo variaveis na faixd @&e100%.

Palavras-chaveprimers genes, algodao e ramulose.
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2 ABSTRACT

The fungi, Colletotrichum gossypiiand C. gossypii var.
cephalosporioidescausal agents of anthracnose and ramulose tiongot
are organisms morphologically similar. The accuracthe identification
of those pathogens is essential for the diagno$igheir diseases,
however, the distinction between them has not adwssen possible in a
reliable way. For this reason, recent studies griggeny using3-tubulin
genes, GPDH ITS region demonstrate the potential afs specific
primers to these genes in distinguishin@. gossypii var.
cephalosporioidesindC. gossypii Based on previous studies conducted
by the team involved with this study, the objectimethis work was to
design specific primers from stable regions of ¢hgenes and to test
them by PCR technique for distinguishing the twadiuin association
with cotton seeds artificially inoculated. The gfiety of the primers
was tested by amplification of genomic DNA extracfeom isolates of
the etiologic agent of ramulose and other fungacis reported in
cotton. The sensitivity of the PCR was evaluatadtiie detection oC.
gossypii var. cephalosporioidescotton seed with different levels of
infection and seeds with no infection. The resw&mnonstrated that
designed primers, CGCF CGCR, were specific @r gossypii var.
cephalosporioidesnd were effective for the detection of this fungn
cotton seed samples, with incidence levels of étbggen in the range of
1 to 100%.

Keywords: primers, genes, cotton and ramulose.
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3 INTRODUCAO

Os fungoColletotrichum gossypie C. gossypivar. cephalosporioides
causadores da antracnose e ramulose respectivaemntgoddo provocam
danos variados nesta cultura, sendo ambos orgasigraasmitidos pelas
sementes e, morfologicamente, semelhantes (Pizieatal., 1994; Chitarra,
1996)

A espécieC. gossypiidescrita por Southworth em 1890 (Viégas, 1946),
foi posteriormente relatada por Arx (1957), comatgrecente ao grup&.
gloeosporioides e o teleomorfo Glomerela cingulata A variedade
cephalosporioidgsagente etioldgico da ramulose, foi relatada post& &
Fraga (1937) e descrita por Costa em 1946 (Viéb@#6), sendo identificada
primeiramente no estado de S&o Paulo, associada siatbma de
superbrotamento do algodoeiro, 0 que ndo era ddersmtre 0s causadores de
antracnose e em outras espécies vegetais.

A taxonomia deColletotrichumtem sido alvo de muita discusséo pela
variabilidade das espécies classificadas neste@énavendo, por conseguinte
grandes dificuldades na identificacdo e separac@&stesl organismos.
Tradicionalmente a identificacdo dos membros derigd género tem sido
baseada em algumas caracteristicas morfolégicas,écfase em morfometria
dos conidios, coloracdo da colbnia, taxa de crestin micelial e
patogenicidade (Tozze Junior et al., 2006). Esjpatifente para o complexo
Colletotrichum associado a algoddo nem sempre se consegue disuem
clareza quais sdo os patégenos envolvidos na satbdwgia de ramulose e
antracnose (Chitarra, 1996).

A precisdo na identificacdo entr€. gossypiie C. gossypiivar.
cephalosporioide® necessaria e imprescindivel para a ado¢do dalasede

controle das doencas envolvidas, além da demandanétwdos de detecgdo
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destes fungos em amostras de sementes em atividadesina de laboratério
(Chitarra, 1996, Carvalho, 2005; Frederick et 2002; Ma & Michailides,
2006).

A aplicacdo de técnicas moleculares tem sido angiganconsiderada
para a determinacédo de variabilidade genéticatimgh® de espécies de fungos.
Atualmente, a técnica de PCR tem sido empregadsagsuciacdo com as
caracteristicas morfoldgicas para as referidasidimdes (Massola Junior, 2004).

Relatos na literatura tém demonstrado a importadaiaplicacdo da
técnica de PCR para a deteccdo direta de fungogtresoorganismos em
associacdo com sementes (Barrocas et al, 2008; \Withk2009). Aplicacdo
desta tecnologia tem sido bem sucedida para a gdetepor exemplo, de
Rynchosporium secaleam amostras assintomaticas de sementes de tegoefL
al. 2001),Fusarium oxysporurfi sp. basilici em sementes de manjericao, pela
gual foi possivel distinguir este organismo de amiformae specialee de
outros fungos associados as sementes dessa culieste trabalho, a
sensibilidade dos marcadores PCR foi aumentada mais uma etapa de
reacdo, denominada NESTED-PCR (Chiocchetti e2@Q}).

Barrocas et al., (2012) em estudo com o compl8kernocarpella
associado a sementes de milho observaranpguers utilizados para detecgao
dos membros deste complexo foram sensiveis emsnf@iincidéncia dos
organismos até 2% das sementes infectadas, pod&mforam sensiveis para
distinguir S. maydidde S. macrosporaNo estudo, também, mostrou - se que a
técnica de PCR foi sensivel para dete@smnocarpellatanto na cultura pura
como em associagdo com a semente.

Em relacdo a construcédo dadmers, utilizados para detecgéo de fungos
em geral, em diversos trabalhos tem sido considemdiso de sequéncias
especificas da regido ITS1, como nos casos da ifidagio de C.

gloeosporioides C. acutatum(Afanador-Kafuri et al., 2003; Freeman et al.,
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1999),A. alternatae A. radicinaem sementes de cenoura (Konstantinova et al.,
2002).

Estudos voltados para o uso de técnicas moleculamesomplexo
Colletotrichum associado ao algodao, tém se limitado ao uso dean@es
moleculares tipo RAPD e AFLP com o intuito de sealiav o grau de
variabilidade genética destes organismos. Em estpikliminares, Mehta et al.
(2001) confrontaram resultados de avaliacbes magfchs e de técnicas
moleculares de ERIC- e REP-PCR, na tentativa déngisr isolados do
referido complexo, chegando a conclusdo de quehodiwe a diferenciacdo
entre C. gossypiivar. cephalosporioide® C. gossypii Posteriormente, Silva-
Mann et al (2002, 2005) por meio de técnicas de RARAFLP demonstraram
uma alta variabilidade genética entre trés isola#ds. gossypike oito isolados
deC. gossypivar.cephalosporioides

Estudos mais recentes tém sido conduzidos comuitarde verificar a
variabilidade genética d€. gossypiie deC. gossypiivar. cephalosporioides
utilizando as técnicas de RAPD-PCR, ERIC- e REP-RCRCR-RFLP da
regido ITS do rDNA. Os resultados desses estudasodstram que as trés
técnicas moleculares utilizadas néo foram sufieepiara distinguir isolados de
C. gossypie C. gossypivar. cephalosporioide$Mehta e Mehta, 2010).

Mais recentemente, estudos desenvolvidos no Labsarale Patologia
de Sementes da Universidade Federal de Lavrasadmsam filogenia das
regides gendbmicas ITS, B-Tubulina e GAPDH, revetara por alguns desses
marcadores é possivel distinguir 0 agente da raawo causador da antracnose
do algodéo (Salustiano et al.,2012).

Diante do nivel de conhecimento que se dispfe sabiagnose
molecular deC. gossypiivar. cephalosporioidese em face a demanda de
métodos de maior precisdo e rapidez para a detedesdi® fungo em amostras de

sementes de algodao, o alvo neste trabalho fondeser um par deprimer
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especifico para este caso, tendo se como basesi@rexa de sequiéncias ja
conhecidas e depositadas no GenBank para esteimngaras quais foram o
resultado de estudos recentes desenvolvidos petabrms da equipe de
pesquisadores dos setores de Patologia de Sementddicologia do
Departamento de Fitopatologia da UFLA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos isolados

Os isolados utilizados deolletotrichum gossypirar. cephalosporioides
e as outras espécies de fungos, encontrados emmtssnue algodao, foram
obtidos da colecdo micolégica do Laboratério deolBgia de Sementes da

Universidade Federal de Lavras (Tabela 1).

Tabela 1-Espécies fungicas associadas ao algodéo.

Codigd® Espécies Origem

LAPS 6 Sclerotinia sclerotiorum Luziana - GO

LAPS 22 Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides Maracaju - MT

LAPS 23  Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides Maracaju - MT

LAPS 24  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Tangara da Serra - MT
LAPS 32  Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 259 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Santa Helena de Goias - GO
LAPS 260 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 261 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Pedra Preta - MT

LAPS 263 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 264 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Mineiros - GO

LAPS 265 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Campo Verde - MT
LAPS 266 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 267 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Mineiros - GO

LAPS 268 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Mineiros - GO

LAPS 269 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Nova Sao Joaquim - MT
LAPS 270 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Nova Sao Joaquim - MT
LAPS 271 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Pedra Preta - MT

LAPS 272  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides ltiquira - MT

LAPS 273  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Itiquira - MT

LAPS 275 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Itiquira - MT

LAPS 276 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Itiquira - MT

LAPS 277 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
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LAPS 392 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 393 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 396 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 397 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 398 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
LAPS 400 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT
CGC UBER Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Uberlandia - MG

CML 2325 Colletotrichum gossypii Luis E. Magalhaes, BA

Epicoccum Epicoccunsp. Primavera do Leste - MT
Alternaria  Alternaria alternata Primavera do Leste - MT
FOv Fusarium oxysporurh sp.Vasinfectum Primavera do Leste - MT
Stemph Stemphyliunsolani Primavera do Leste - MT
Macroph Macrophomina phaseolina Primavera do Leste - MT

a= AbreviacOes das colecBes de culturas: LAPS oiaabrio de Patologia de
Sementes. CML = Colecdo Micologica de Lavras, Depaento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, &sviMinas Gerais, Brasil;
KSU =Kansas State UniversityManhattan, Kansas, EUA

4.2 Extracéo de DNA

O DNA genbdmico foi extraido de culturas monosp&idas isolados
crescidos durante cinco dias em meio BDA. O micflicaspado e macerado
em nitrogénio liquido e a extracéo foi realizadanca utilizacdo do Wizafd
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wle acordo com o

protocolo de extracdo de DNA recomendado pelodabte.
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4.3 Desenho deprimers especificos e confirmacdo da homologia dos
fragmentos amplificados com o0 gene Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH)

Foram gerados alinhamentos das sequéncias pardaisgene
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenat® isolados das espécies de
Colletotrichumpreviamente utilizados no trabalho de Salustianal.e (2012),
identificados como agentes etiolégicos da ramukdgealgodoeiro e outras
espécies do complex@. gloeosporioidesRegido Unica das sequéncias do
agente etiolégico da ramulose foi utilizada no dasedeprimers especificos.
Osprimersdesenhado£;GC F (5- CAG ACT ACA AGG CCAACG C-3)e
CGC R(5- GAG TCG TAC TTG AGC ATG TAG- 3') foram alisados
utilizando-se o software PRIMER 3 (Rozen & Skalgt€000).

4.4 Teste de especificidade dgsimers

A especificidade dogrimers foi testada pela amplificacdo do DNA
gendmico, extraido de isolados do agente etiolédmaamulose e de outras
espécies fungicas relatadas em algodao.

Os primers foram testados inicialmente para o agente etiotogla
ramulose e, depois, com as demais espécies. Duaeraturas de anelamento
foram testadas nos ensaio de PCR, 60° e 65° Gagdiogale PCR foi conduzida
com 25uL do mix para PCR OneTaq (BioLabs), @Iz dosprimersforward e
reverse e fiL de DNA. As condi¢des de amplificacdo do DNA fordmciclos
de: 94°C por 4 minutos (deshaturacdo inicial), 948@r 45 segundos
(desnaturacgdo), 60°, 65° (anelamento), 72°C pantito(extenséo), 34 ciclos e
72°C por 10 minutos (extensao final). O produtd@R foi separado em gel de
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agarose 1%. Antes de se utilizarpssners especificos, foi feita uma reagéo de
PCR utilizando osprimers universais GDF (GCC GTC AAC GAC
CCCTTCATIGA) e GDR (GGG TGG AGT CGT ACT TGA GCA TGT
(Templeton et al.1992) com o DNA gendmico de todasspécies utilizadas
neste trabalho, para verificar a qualidade do DNwapamplificacdo e, dessa

forma, evitar falsos positivos ou negativos.

4.5 Sensibilidade da reacdo de PCR utilizando gsimers desenvolvidos em
amostras de sementes para estabelecimento de prathc

A sensibilidade da reagdo de PCR utilizandpisers desenvolvidos
foi testada na detecc@o @e gossypiivar. cephalosporioideem sementes de
algodédo com diferentes potenciais de inoculo edéngias em amostras de
sementes.

Lotes de 100 sementes foram preparados misturands-ssementes
artificialmente inoculadas com sementes sadiasanger trés niveis de
incidéncia (100 %, 10% e 1%) e como testemunham@ssem inoculacdo. As
sementes foram maceradas em nitrogénio liquido emhu automatizado. Para
cada nivel de incidéncia de sementes infectadteste foi realizado em quatro
repeticées e o experimento repetido duas vezes.

4.5.1- Inoculacdo das sementes

Sementes de algoddo da cultivar Delta Opal sustetio agente
etiolégico da ramulose foram desinfestadas em &olde hipoclorito de s6dio a
1% por dois minutos, em seguida foram lavadas gwatzes com agua destilada
autoclavada . As sementes foram dispostas em lzanddg permaneceram por

24 horas até a secagem completa.
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Apés a secagem, as sementes foram inoculadagiahtifente com o
isolado LAPS 263(CNPA 0058) de gossypiivar. cephalosporioiddornecido
pela Embrapa Algodao, coletado em 2008 em Priraader_este- MT. Para a
inoculacdo das sementes foi utilizado o métodoatelicionamento fisiolégico
ou restricdo hidrica (Carvalho, 1999; Costa, 2088chadcet al, 2001).

O isolado foi cultivado em placas de Petri de 15 @endidametro
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) modificpdla adicdo de manitol
com potencial hidrico ajustado para -1,0 MPa, aonéo Software SPPM
(Michel & Radcliffe, 1995), por sete dias em BOR%PC e fotoperiodo de 12
horas. Apés esse periodo, as sementes foram cakcabre a coldénia do
fungo, onde permaneceram durante 24 e 48 horadp setiradas e secas em
camara de fluxo laminar por 24 horas. Como testbamsinforam usadas

sementes sem o fungo e sem incubag&@o em subsimtrestricdo hidrica.

4.5.2 Extracdo de DNA deamostras de sementes

As amostras de sementes foram maceradas em mainh@dicdo de
nitrogénio liquido até a obtencdo de um poé fino.oAtras desse pé, 0,04 g
foram colocadas em microtubos de 1,5 mL em quafpeticdes. A extracdo foi
realizada com a utilizacdo do Wiz&8rdGenomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI) de acordo com o protocoloedzacdo de DNA
recomendado pelo fabricante.

4.5.3 Amplificacdo da PCR
A reacdo de PCR foi conduzida com #5do mix para PCR OneTaq
(BioLabs), 0,7uL dos primers forward e reverse e fiL de DNA. A

amplificacdo do DNA foi feita em ciclos estabelesdda seguinte maneira:
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94°C por 4 minutos (desnaturacdo inicial), 94°C p#% segundos
(desnaturacgédo), 65° (anelamento), 72°C por 1 mifextensao), 34 ciclos e
72°C por 10 minutos (extenséao final). Uma aliquagalO pl foi utilizada para
separar os produtos da PCR em gel de agarose lf#mgréo TBE, corado com
GelRed, a 100V por aproximadamente, 2 horas. Os prodigo®CR foram
observados em transluminador UV, equipameriteéPix HE (Loccus

Biotecnologia, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas diferengcas encontradas nas sequédoiagene
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaseColletotrichum gossypii var
cephalosporioidesem relacdo a outras espécies do compl&gloesporioides,

0 par deprimersdesenhadanostrou-se eficiente na amplificacdo do DNA do
agente etioldgico da ramulose do algodao. Em relagdspecificidade deste par
de primers na deteccdo deéolletotrichum gossypii var cephalosporioiges
observou-se que foram produzidos fragmentos especipara este organismo
de, aproximadamente, 140pb. Por outro lado, nd@enamplificagcdo com o
DNA das outras espécies de fungos que ocorrem gadaédiro (Tabela 2)
(Figura 1).

Tabela 2 - Espécies fungicas associadas ao algoddo utiizaab teste de

especificidade do primer CGCf e CGCr.

Codigd® Espécies Origem P1
LAPS 6 Sclerotinia sclerotiorum Luziana - GO -
LAPS 22 Colletotrichum gossypii var. cephalosporioidédaracaju - MT +
LAPS 23 Colletotrichum gossypii var. cephalosporioidédaracaju - MT +
LAPS 24 Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Tangara da Serra - MT +

LAPS 32 Colletotrichum gossypii var. cephalosporioidd2rimavera do Leste - MT +
LAPS 259  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Santa Helena de Goias - GO+

LAPS 260  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 261  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Pedra Preta - MT +
LAPS 263  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 264  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Mineiros - GO +

LAPS 265  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Campo Verde - MT +
LAPS 266  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 267  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Mineiros - GO +

LAPS 268  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Mineiros - GO +
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LAPS 269  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Nova Sao Joaquim - MT +
LAPS 270  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Nova Sao Joaquim - MT +
LAPS 271  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Pedra Preta - MT +
LAPS 272  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Itiquira - MT +
LAPS 273  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Itiquira - MT +
LAPS 275  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Itiquira - MT +
LAPS 276  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides ltiquira - MT +
LAPS 277  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 392  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 393  Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 396  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 397  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 398  Colletotrichum gossypiiar. cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS 400 Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Primavera do Leste - MT +
LAPS UBER Colletotrichum gossypiiar.cephalosporioides Uberlandia - MG +
CML 2325  Colletotrichum gossypii Luis E. Magalh&es, BA -
Epicoccum  Epicoccunsp. Primavera do Leste - MT -
Alternaria  Alternaria alternata Primavera do Leste - MT -
FOV Fusarium oxysporurh sp.vasinfectum Primavera do Leste - MT -
Stemph Stemphyliunsolani Primavera do Leste - MT -
Macroph Macrophomina phaseolina Primavera do Leste - MT

a = Abrevia¢Bes das cole¢des de culturas: LAPSbolzadrio de Patologia de
Sementes. CML = Colecdo Micologica de Lavras, Depsento de

Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, dsyiMinas Gerais, Brasil;
KSU =Kansas State UniversityManhattan, Kansas, EUA

b = (+) Amplificacdo na PCR e (-) N&o houve amgdifido na PCR.
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Figura 1- Especificidade doprimers CGCf e CGCr. M- Ladder 50bp; 1 e 2 -
Isolados deColletotrichumgossypiivar. cephalosporioide$273 e 263); 3C.
gossypii(CG1LEM); 4- CML 348; 5Epicocumsp; 6-Alternaria alternata 7-
Fusarium oxysporumf. sp. vasinfectum 8- Stemphylium solani 9-

Macrophomina phaseolina

Em estudos anteriores conduzidos por Chitarra (198@itados para
variabilidade do agente da ramulose, e 0 agensmttacnose por meio do uso
da técnica de RAPD, e andlise morfologica de estatdos patdgenos em foco
verificou-se que nao foi possivel separar os isdatksses fungos considerando
15 primers utilizados, assim como, as andlises morfolégicas Mmoram
suficientes para distinguir isolados de ambos ngds.

Em outro trabalho subseqiente nesta mesma linhenvdstigacao,
Silva-Mann et al. (2005) demonstraram que houvébé&muma variacédo entre
os isolados dos dois membros do complértietotrichumdo algoddo. Por sua
vez Mehta e Mehta (2010), verificaram que as téenie RAPD-PCR, ERIC- e
REP-PCR e PCR-RFLP da regido ITS rDNA foram incapade distinguir

isolados desses patdgenos em algodao.
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Vale salientar que o gene GAPDH tem sido utilizpdoa producédo de
primers por apresentar regifes conservadas queermpéx de outros genes
podem ser utilizados para a distincdo e identifioagde algumas espécies de
fungos. No presente caso o desenho do referiddggaimersfoi realizado por
meio de comparacfes entre as sequénciaLalketotrichum gossypiivar.
cephalosporioides agente etiolégico da ramulose e de outras espéie
complexo C. gloeosporioides (Colletotrichum gossypll. theobromicola C.
asianum C. boninensgeC. fructicola, C. gloeosporioidesC. kahawaesubsp.
kahawaeC. siamensg tendo sido o mesmo denominado de CGCf e CGCr.

Importante também lembrar que GAPDH é um gene icadiér de uma
enzima de ~ 37kDa, que catalisa a sexta etapaicdigg e assim presta - se
para quebrar a glicose para as moléculas de enemgacarbono. Neste gene,
pode ocorrer uma pequena variacdo na sequénci@lde raicleotideos, na
terceira posi¢cdo do codon ou na regido do intron adaxa de substituicdo de
nucleotideos relativamente alta, porém, sem alterproduto génico (Ma &
Michailides, 2006). Dessa forma, pode-se utilizsta®g regibes onde ocorrem
mutacdes especificas para a sintesepriteers especificos para espécies de
fungos.

No experimento de inoculagdo das sementes conedifss potenciais
de inoculo e incidéncia do patégeno nas sementegar deprimers CGCf e
CGCr, utilizado para a deteccdo @e gossypiivar. cephalosporioidesnas
amostras inoculadas, mostrouefiziente na deteccdo do patégeno com até 1%
de incidéncia no menor potencial de inéculo (24akode exposicdo das
sementes ao patdégeno). Nas sementes da testeniimhauve amplificacdo do
DNA(Figura 2).

Para outros patossistemas, a sensibilidade decdetalos patégenos
em sementes tem sido variavel. Por exemplo, end@stonduzido por Barrocas

et al., (2012Bternocarpelldoi detectado em sementes de milho infectadas com
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incidéncia minima de 2% nas amostras utilizadasm @lgumas modifica¢des
do protocolo de deteccdo tem sido possivel o awungatsensibilidade neste
caso.

Em outro estudo conduzido por Lee et al. em 2004 eio da técnica
de PCR,Rynchosporium secalifoi detectado em amostras assintomaticas de
sementes de trigo. Por sua vez ,Chiocchetti §2@01) conseguiram distinguir
Fusarium oxysporurf sp.basilici de outragormae speciales de outros fungos
associados as sementes de manjericdo. Nesse trakalbensibilidade dos
marcadores PCR foi aumentada com uma segundadgaeacado, denominada
NESTED-PCR.

M 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20.2% 22 23 24 25 76 X728 29 30 M

Figura 2- Sensibilidade doprimers CGCf e CGCr em detect&olletotrichum
gossypii var. cephalosporioidesem amostras de sementes de algoddo com
diferentes niveis de infeccdo. (M) — marcador 1ipe 2) - Isolados d€.
gossypiivar. cephalosporioideg273 e 263 respectivamente); (3 a 6) - 1% de
infecgdo com sementes inoculadas por 24 horasiQj a 10% de infec¢do com
sementes inoculadas por 24 horas; (11 a 14) - 1%fdecdo com sementes
inoculadas por 48 horas; (12 a 18) - 10% de infecgiin sementes inoculadas
por 48 horas; (19 a 22) - Testemunha sem a presimgango; (23 a 26) —
100% de sementes infectadas com inoculacdo dera4;H@7 a 30) -100% de
sementes infectadas com inoculacdo de 48 horas; ifMycador Ladder 50bp.
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Os produtos de PCR obtidos a partir das sementste restudo
apresentaram bandas caracteristicas conforme abssnna amplificagdo do
DNA do patégeno em culturas puras. Desta formprinsersforam eficazes na
deteccado do agente etiologico da ramulose em semdatalgodoeiro infectadas
artificialmente, indicando que n&do houve resultafidso positivo por
contaminacao. Estgmimerspermitiram a amplificacdo das amostras de DNAs
gendmicos deC. gossypiivar. cephalosporioidegestadas, sendo eficazes na
deteccao do fungo em incidéncias de 1 a 100% resedies potenciais de
inoculo testados.

A acurada e rapida diagnose de doencas de plantds grande
importancia no manejo das mesmas, principalmentestégio de sementes, 0
que contribui sobremaneira como parte das medidag&ptivas em programas
de certificacdo da qualidade de sementes e taml@mmanitoramento da
distribuicdo do patdgeno pela deteccéo deste iaotedas plantas e na execucao
de procedimentos de erradicacdo, além de evitaramsgorte de sementes
infectadas de uma regiao para outra (Lee et d@1;2Dooley et al., 2006).
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6 CONCLUSOES

A especificidade e sensibilidade do parpdieners CGCf e CGCr, pela
técnica de PCR, revelaram-se eficazes para a detedeC. gossypiivar.
cephalosporioidesem amostras de sementes de algoddo, com niveis de

incidéncia do fungo variaveis na faixa de 1 a 10@%tada neste estudo.

Para estabelecimento e afericdo de protocolo teegio do agente da
ramulose em sementes de algodao, por meio da #dei®CR utilizando se o
par de primers desenhado neste estudo, recomendats® de um maior
namero de amostras de sementes com contaminag@gAonf natural do
patégeno e com niveis menores de incidéncia do mestdm do uso de

sementes com potenciais de inoculo mais baixog deganismo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos, envolvendo a transmissdo de patdgenssmentes, assim
como a correta deteccdo e identificacdo de espédesungos de dificil
distincdo, quando apresentam espécies com casdicEsi morfoldgicas
semelhantes, como é o caso dos agentes da raneubogeacnose do algodao,
em andlises de rotina, sdo ainda incompletos eopomeclusivos. Diante disso,
torna se evidente a necessidade de desenvolvirdenteétodos que permitam
esclarecer a interagdo entre fungos e sementespégeies hospedeiras e que
sejam eficazes para a detec¢éo precisa e rapitis deganismos em associacdo
com as sementes, uma vez que este tipo de assogiaci® causar danos
irreversiveis aos sistemas de produc¢do de sementes.

Por meio do estudo de transmissibilidade (Capituliicou claro que as
sementes de algodao sdo um importante veiculosderdinacdo d€. gossypii
var. ephalosporioidesumas vez que a taxa de transmissdo por estdimigua
niveis de 95% em condi¢cBes controladas e favorfess que a interacdo deste
fungo com sementes. Em se tratando de um orgarisngiderado uma praga
ndo quarentenaria regulamentada, estes resultahstitaeem um subsidio de
grande significado principalmente na fase de elteimeento de padrdes
sanitarios, conforme tem sido proposto no pais pema série de agentes
patogénicos transmitidos por sementes de espémiesais cultivadas.

Neste trabalho evidenciou-se também o grande patedo uso de
marcador génico como uma ferramenta importante pafados da interacéo
entre Colletotrichum gossypivar. cephalosporioidese sementes de algodéao
(Capitulo 2), porém, algumas dificuldades encomsadom o protocolo
utilizado recomendam a continuidade de estudos am@fundados nesta linha
de pesquisa visando a uma adequacdo mais segurgratocolo de

transformacéo em foco.
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Outro ponto de extrema importancia para o set@rdducao e controle
de qualidade de sementes de algodéo, foi a congiiovda especificidade e
sensibilidade do par derimers desenvolvido anteriormente pela equipe deste
trabalho na deteccd@®.gossypivar. cephalosporioideem amostras de sementes
de algodao (Capitulo 3). Trata-se de uma contrémigas mais aguardadas pelo
sistema de controle de qualidade sanitéria de gemee algoddo em razédo da
indisponibilidade até o momento de métodos segdeodeteccdo do referido
fungo em amostras de sementes do algodéo, quenpessaecomendadas para
andlises de rotina. A expectativa é de que logs apdase de validagdo do
protocolo em foco, este procedimento de deteccaagdote da ramulose seja
disponibilizado ao segmento envolvido com certf@@e controle de qualidade
de sementes no Brasil. Vale destacar que paraxinfaétapa deste trabalho,
um maior nimero de amostras de sementes, repridgggntda diversidade do
cultivo do algodao no pais, seja utilizado parafexigho do protocolo de

deteccado do patdgeno em foco em sementes destaeespé



