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RESUMO GERAL

CHAVES, Zuleide Martins. Espécies de Claviceps em sorgo e outras
gramineas forrageiras: caracterizagiio fenotipica, molecular e patogénica de
sua fase anamérfica (Sphacelia spp.). 2006, 108 p., Tese (Doutorado em
Agronomia-Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.

A cultura do sorgo ¢ afetada por uma doenga chamada “mela do sorgo”
ou “doenga agucarada”, causada por espécies de Claviceps, que oferece sério
problema na produgfio de sementes e no processamento desta cultura. Os
objetivos deste trabalho foram estabelecer um método que permita o isolamento
de Claviceps; realizar a caracterizagdo morfolégica in vivo e in vitro de material
proveniente de sorgo e outras gramineas forrageiras; caracterizar espécies de
Claviceps de sorgo e outras gramineas forrageiras no Brasil usando seqiiéncias
de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA, e estudar a patogenicidade de
Claviceps spp. por meio de inoculagdes cruzadas de isolados de diferentes
hospedeiras. Inflorescéncias de sorgo, Brachiaria brizantha, B. decumbens e
Panicum maximum com sintomas de mela foram coletadas em diferentes
municipios de Minas Gerais. Foram testados 10 meios de cultura contendo
diferentes antibiGticos. Os isolados foram caracterizados quanto ao crescimento
em meio de cultura, 4 morfologia dos esporos assexuados e por anilise de
seqliéncias parciais da regido ITS 1 do rDNA. Nas inoculagdes cruzadas,
Claviceps obtido de sorgo foi inoculado nas gramineas forrageiras Andropogon
gayanus, B. brizantha, B. decumbens, P. atratum cv. Pojuca, P. maximum cv.
Mombaga, P. maximum cv. Tanzinia, Pennisetum glaucum e em Sorgo. A
utilizacdo de gentamicina e tetraciclina em meio especifico permitiu eliminar o
principal contaminante Aureobasidium pullulans e obter culturas puras. Foram
verificadas diferencas nos macroconidios e caracteristicas das colénias
provenientes das diferentes hospedeiras. A comparagio de seqiiéncias
amplificadas em isolados do Brasil com outras disponiveis no Genbank, bem
como analises filogenéticas, evidenciaram que ocorrem, no minimo, duas
espécies distintas nas forrageiras estudadas. Com base em marcadores
morfolégicos e moleculares, a espécie associada ao sorgo foi identificada como
C. dfricana. Os isolados obtidos das demais gramineas forrageiras foram
identificados como C. maximensis. As avaliagdes das inoculagBes cruzadas
sustentaram esses resultados, visto que o patégeno presente nas gramineas
forrageiras ndo induziu sintomas da doenga em plantas de sorgo, e C. africana
ndo induziu a produgdo de sintomas nas forrageiras testadas.

! Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Orientador), Carlos R.
Casela — EMBRAPA Milho e Sorgo (Co-orientador)



ABSTRACT

CHAVES, Zuleide Martins. Species of Claviceps in sorghum and other forage
grasses: phenotypic, molecular and pathogenic characterization of its
anamorphic phase (Sphacelia spp). 2006, 108 p. Thesis (Doctorate in
Agronomy-Phytopathology). Federal University of Lavras, Lavras, MG. 2

Sugary disease, caused by species of Claviceps, represents a serious
threat in seed sorghum production fields. The objectives of this work were to
establish a method that allows isolation of Claviceps; to perform the
morphological characterization in vivo and in vitro from material originated
from sorghum and other forages; to characterize isolates by sequencing of the
ITS region of the rDNA; and to study the pathogenicity of Claviceps spp. by
cross inoculation of isolates from different hosts. Inflorescence from sorghum,
Brachiaria brizantha, B. decumbens and Panicum maximum with symptoms of
ergot were sampled in different cities of the state of Minas Gerais. Ten different
culture media added with different antibiotics were tested. The isolates of each
region were characterized for asexual spore morphology and fungal growth in
the set media. For each isolate, the partial sequence of the rDNA ITS 1 region
was analyzed. In the cross inoculations, Claviceps obtained from sorghum was
inoculated in forage grasses Andropogon gayanus, B. brizantha, B. decumbens,
P. atratum cv. Pojuca, P. maximum cv. Mombaga, P. maximum cv. Tanzania,
Pennisetum americanum (millet), and sorghum. The utilization of gentamicin
and tetracyclin on specific medium allowed to eliminate the main contaminant
Aureobasidium pullulans and to obtain pure cultures. Differences in
microconidia and colony characteristics originated from different hosts were
observed. The comparison of amplified sequences of isolates from Brazil with
other available in Genbank, as well as phylogenetic analysis evidenced that, at
least, two distinct species of the genus Claviceps cause disease in the studied
forages. Based on the morphological and moleculars markers, the species
associated to sorghum was identified as C. africana. The isolates obtained from
other forage grasses were identified as C. maximensis. The evaluation of two
cross inoculations support these results, considering that the pathogen present in
grasses forages did not develop symptoms in sorghum plants, and C. africana
did not induce symptoms in the tested forages.

? Guidance Committee: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Adviser), Carlos R.
Casela - EMBRAPA Milho e Sorgo (Co-Adviser)



CAPITULO 1

ESPECIES DE Claviceps EM SORGO E OUTRAS GRAMINEAS
FORRAGEIRAS



1 INTRODUCAO GERAL

A doenga agucarada do sorgo, também conhecida como “mela do sorgo”
ou “ergot”, foi relatada na india em 1915, onde chegou a causar perdas de 10 a
80% em campos de produgio de sementes.

Além de perdas significativas do rendimento associadas & doenga,
também ocorrem perdas indiretas. A mela produzida em floretes infectados pode
entupir ou estragar os equipamentos utilizados na colheita. A contaminaggo pelo
patégeno reduz a qualidade da semente e limita seu uso como rago. As perdas
causadas pela doenga & produggo da semente no Brasil foram estimadas em RS 3
milhdes em 1995 (Bandyopadhyay et al., 1996). Na Austrélia, verificou-se um
aumento dos custos associados ao controle da doenga em éreas da produgio de
semente de até R$ 18,00 por saco de 25 kg de semente, 0 que representa um
custo liquido anual de R$ 4 milhdes para a indistria (Bandyopadhyay et al.,
1998).

Até a década de 1990, a doenca estava restrita aos continentes africano e
asistico, sobretudo na India (Bandyopadhyay et al., 1998). Em meados de 1995,
foi relatada em lavouras comerciais de sorgo forrageiro ¢ de produgdo de
sementes hibridas no Brasil, com alta incidéncia e severidade nos municipios de
Lavras, Sete Lagoas e Capinépolis (MG), Cravinhos (SP), Jacarezinho e Arapoti
(PR) (Casela et al., 1997). A doenca foi também observada em outras forrageiras
como Panicum maximum (Jacq.) cv. Colonido e espécies de Andropogon e
Brachiaria, principalmente préximo as lavouras de sorgo afetadas pelo fungo
(Ferreira & Casela, 1995).

Em 1996, a doenca foi reportada na Argentina, Bolivia, Paraguai,
Uruguai, Colombia, Venezuela ¢ Honduras. J4 no ano seguinte foi relatada em
Porto Rico, Repiiblica Dominicana, Haiti, Jamaica e México. No final de 1997



chegou aos Estados Unidos, onde causou sérios danos em éreas de produgdo de
sementes (Bandyopadhyay et al., 1998).

O fungo infecta individualmente os floretes da panicula, de forma n3o
sistémica, reduzindo a produgzo e limitando o desenvolvimento das mesmas. Em
cultivares suscetiveis, a perda da produgdo de sementes é em torno de 60%,
podendo, em alguns casos, ser total. As perdas ndo ocorrem somente na
quantidade de sementes, mas também na qualidade devido ao crescimento de
saprofitas sobre o exsudato que recobre as paniculas e na redugdo da viabilidade
das sementes (Odvody, 1998).

No Brasil, Ferreira & Casela (1995) identificaram o agente etiolégico da
doenga como Claviceps sorghi B.G.P. Kulk. Posteriormente, este fungo foi
identificado como C. africana Freder., Mantle & De Milliano, com a fase
anamorfica denominada Sphacelia sorghi McRae (Reis et al., 1996). A
identificag@o foi feita com base na hospedeira, na sintomatologia da doenga e
nas caracteristicas morfoldgicas do anamorfo. Porém, a identificag#o precisa do
patogeno somente € possivel com base na fase teleomérfica, o que ainda no foi
observado nas condig@es climaticas brasileiras.

Estudos de filogenia, por meio de analise de seqiiéncias do DNA,
correlacionadas com a especificidade com as hospedeiras, indicaram o
continente sul-americano como provavel centro de origem de espécies do género
Claviceps Tul. (Pazoutova, 2001). O primeiro relato da ocorréncia do género em
gramineas forrageiras no Brasil data de 1901, porém os esclerécios encontrados
apresentavam caracteristicas consideradas primitivas e intermedidrias entre os
genero Balansia Speg. e o Claviceps (Pazoutovd et al,, 2004), ambos
pertencentes a familia Claviceptaceae sensu Eriksson (2006).

Utilizando seqiiéncias da regiso ITS do rDNA para comparar isolados
provenientes da Austrélia, India, Estados Unidos, Bolivia, México e Africa do
Sul, Pazoutova et al. (2000) sugeriram que o patégeno introduzido na Austrélia



seria oriundo da India, e o registrado nas Américas, provavelmente proveniente
da Africa.

A correta identificacfio do patégeno por meio das caracteristicas
morfologicas das fases anamérfica e teleomérfica, associadas as caracteristicas
reveladas pelo uso de técnicas moleculares, como, por exemplo, a andlise de
seqiiéncias especificas do genoma, s#io potentes ferramentas para esclarecer a
procedéncia das espécies de Claviceps e a diversidade de suas populagdes no
Brasil, em especial da espécie que infecta sorgo. Esta identificagéio é de grande
importéncia ndo s6 para os estudos das interagdes planta-patégeno, mas também
nos programas de melhoramento visando a resisténcia 4 doenca. Diante da
escassez de informagdes sobre a identidade do patégeno da doenga agucarada no
Brasil e da participagdo das gramineas forrageiras como potenciais hospedeiras
secundérias de Claviceps, os objetivos deste trabalho foram:

a. estabelecer uma metodologia de isolamento de Claviceps em sua
fase anamoérfica (Sphacelia spp.) que ocorre em sorgo e outras
gramineas forrageiras no Brasil e formar uma colegéio ex-situ do
patégeno para estudos in vitro.

b. proceder a caracterizagio morfolégica ¢ molecular dos isolados de
Claviceps provenientes de sorgo ¢ de outras gramineas forrageiras.

c. testar a patogenicidade da fase anamoérfica (Sphacelia spp.) das
espécies de Claviceps provenientes de sorgo em diferentes
gramineas forrageiras, por meio de inoculagdes cruzadas, a fim de

verificar a ocorréncia de hospedeiras alternativas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do sorgo

2.1.1 Histérico

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é o quinto cereal mais
importante do mundo em produgdo, sendo precedido pelo trigo, arroz, milho e
cevada. A espécie originou-se no quadrante noroeste da Africa e parte da Asia e
foi, provavelmente, domesticada na Etidpia, pela selegio a partir de espécies
silvestres (Sorghum arundinaceum (Desv.) Stapf ou Sorghum verticilliflorum
(Steud.) Stapf'), hd cerca de cinco a sete mil anos atrés. Foi difundido, por rotas
de comércio, por toda a Africa, e do Oriente Médio & India, ha pelo menos trés
mil anos, por nativos que migravam por virios paises. O sorgo foi
primeiramente levado para as Américas pelos comerciantes de escravos do ceste
da Aftica; introduzido nos Estados Unidos em 1857, e posteriormente, no inicio
do século XX, atingiria a América Latina e Austrélia (Santos et al., 2005).

Apesar de a cultura ser muito antiga, somente em meados do século IX o
sorgo passou a ser explorado em diferentes regides do mundo, tornando-se
especialmente importante nos trépicos e subtrépicos, onde era utilizado quase
que exclusivamente como substituto do milho na ragdo animal (Pinho &
Vasconcelos, 2002). Entretanto, o sorgo passou a ser uma das principais
matérias-primas na alimentag@io humana e animal e na produg3o de 4lcool dos
paises da Africa, sul da india e América Central. Nos Estados Unidos, Austrélia
e em outros paises industrializados ¢ usado na produg#o de ragdo animal (Murty
et al., 1994).



2.1.2 O sorgo no Brasil

O sorgo, embora considerado uma cultura de importancia recente no
Brasil, € cultivado no Nordeste desde o século XIX, trazido por escravos. Porém,
a partir da segunda década do século XX até fins dos anos 60, a cultura foi
introduzida de forma racional e econdmica no pais por meio dos institutos de
pesquisa publicos e universidades. As pesquisas com o sorgo conduzidas pelo
Instituto de Pesquisas Agropecudrias - IPA, de Pernambuco, em 1957 utilizaram
materiais de colegdes oriundas do norte da Africa, de Fort Collins -
Colorado/Estados Unidos e do Instituto Agrondmico de Campinas - IAC, Sdo
Paulo. Estas colegGes deram origem aos atuais cultivares forrageiros comerciais
(Santos et al., 2005).

A cultura do sorgo se estabeleceu no Brasil com base nos resultados
obtidos de sementes melhoradas para obter cultivares adequados 4s condigdes
brasileiras (Ribas, 2000a). Uma expans#o acentuada ocorreu a partir da década
de 1970, principalmente no estado do Rio Grande do Sul. A 4rea cultivada deu
um salto extraordindrio a partir do inicio dos anos 90, quando o Centro-Oeste
passou a ser a principal regido de cultivo de sorgo granifero, enquanto o Rio
Grande do Sul e Minas Gerais lideraram a produ¢io de sorgos forrageiros
(Ribas, 2000a).

O sorgo granifero € cultivado basicamente sob trés sistemas de produgio.
No Rio Grande do Sul planta-se sorgo na primavera e colhe-se no outono. No
Brasil Central a semeadura é feita em sucessio as culturas de verdo,
principalmente a soja. E no Nordeste planta-se na estagio das chuvas, ali
designada de "inverno". Mais recentemente tem sido observado o plantio de
sorgo sob irrigacdio suplementar, tanto no Nordeste como no Centro-Oeste
(Ribas, 2000a).

No segmento de sorgo forrageiro, o cultivo é exclusivamente de vero-
outono, sendo a produc3o destinada principalmente a confec¢ao de silagem. Mas



nos tltimos anos cresceram significativamente as dreas de sorgo destinada ao
pastejo e/ou ao corte verde, que também se prestam para formagdo de palha para
plantio direto, com cultivares adaptados aos sistemas integrados de agricultura e
pecudria (Ribas, 2000b).

Os grios de sorgo sdo destinados, quase que exclusivamente, a
avicultura e suinocultura. Bovinos, eqilinos e pequenos animais sio também
consumidores, mas em menor proporgao. Praticamente nfio hd consumo de sorgo
em alimentagio humana. A silagem de sorgo e o pastejo sdo igualmente
utilizados para rebanhos de corte e de leite (Ribas, 2000a).

O sorgo é uma planta adaptada a suportar altas temperaturas,
possibilitando seu cultivo numa ampla faixa de temperatura (18° C a 30°C). Essa
caracteristica permite que a cultura seja apta a se desenvolver e se expandir em
regides de cultivo com distribuig#o irregular de chuvas e em sucesso a culturas
de verdo (Pinho & Vasconcelos, 2002; Santos, 2000).

A produgdo brasileira em 2002/03 foi de 1.357 milhdes de toneladas,
ocupando uma 4rea de 620 mil hectares (Agrianual, 2004).

2.1.3 Produgiio de sementes hibridas

Com o advento da produgdo de cultivares hibridos, a produgiio de
sementes foi melhorada significativamente. A semente hibrida (F;) é produto do
cruzamento de pais geneticamente diferentes. Entretanto, a exploragdo comercial
de um hibrido somente ¢ possivel quando as caracteristicas incorporadas sdo
economicamente importantes ¢ o mecanismo de hereditariedade ¢ estivel e
permite produgo em larga escala (Murty et al., 1994).

Contudo, € essencial para o desenvolvimento de hibrido de qualidade o
conhecimento prévio do comportamento dos pais envolvidos na produgio da
semente hibrida. E importante ajustar a data de semeadura para que o

florescimento das linhagens seja simultineo. Temperaturas baixas antecipam a



floracdo e podem reduzir a viabilidade do pélen durante a antese devido 2
interrupcdo da meiose durante os estddios iniciais da microesporogenese
(Brooking, 1979).

A exploragdo comercial do sorgo tornou-se efetiva a partir de 1954, com
a descoberta do sistema de macho esterilidade genético-citplasmética, resultado
da combinagdo do citoplasma Milo e genes Kafir (Stephens & Holland, 1954).
As plantas macho-estéreis, que ndo produzem pélen funcional, sio
extremamente convenientes para produgo de sementes hibridas em larga escala
(Kaul, 1988).

Em sorgo s3o conhecidos dois tipos de macho esterilidade: a macho
esterilidade genética e a macho esterilidade genético-citoplasmatica (CMS —
Cytoplasmatic Male Sterility). A macho esterilidade genética é produto de um
gene recessivo simples. Entretanto, as dificuldades préticas de se obter um
hibrido comercial por este sistema ocorrem devido & produgéo de poucas plantas
disponiveis entre as populagdes segregantes. J4 a CMS resulta de uma interaggo
de fatores que induzem a esterilidade no citoplasma com fatores genéticos do
nicleo (Murty et al., 1994). E caracterizada pela supressdo da produgéo de pélen
vidvel ¢ pela heranga ndo-mendeliana desta caracteristica (Levings, 1990;
Hanson, 1991).

Os hibridos de sorgo sdo produzidos pelo cruzamento entre uma
linhagem macho-estéril e uma linhagem fértil polinizadora. A linhagem macho-
estéril, denominada A, ¢ produzida pela polinizagdo de plantas macho-estéreis
com pélen da linhagem denominada mantenedora (B). As sementes produzidas
pelo cruzamento diferentes das linhagens A e B resultario em plantas A (macho-
estéreis), isto porque a linhagem B n#o restaura a fertilidade da linhagem A. As
linhagens A e B sdo quase isogénicas, porém diferentes na fertilidade do pélen.
As sementes de hibridos sdo produzidas pelo cruzamento entre linhagens A e
uma linhagem restauradora da fertilidade, denominada R. A linhagem R ndo é



fenotipicamente semelhante a linhagem A, e a combinagdo delas devera resultar
em um hibrido de alto potencial de rendimento (House, 1985).

3 O género Claviceps

Os fungos do género Claviceps Tul. sdo ascomicetos com peritécios
contendo ascos unitunicados imersos em um estroma, o qual é oriundo da
germinagdo de esclerécios produzidos em floretes de gramineas hospedeiras. A
familia Clavicipitaceae (género tipo Claviceps) inclue géneros endofiticos,
parasitas de insetos, de plantas e de outros fungos, entre eles: Balansia Speg.,
Beauveria Vhill., Cordyceps (Fr.) Link, Ephelis Fr., Epichloé¢ (Fr.) Tul. & C.
Tul. e Hypocrella Sacc.(Spatafora & Blackwell, 1993; White Jr. et al., 2003). A
familia possui 33 géneros e 157 espécies (Kirk et al., 2001; Eriksson, 2006).

Claviceps purpurea (Fr.) Tul., espécie tipo do género, é considerada uma
das mais importantes. Grdos de centeio (Secale cereale L.) e trigo (Triticum
aestivum L. subsp. aestivum) contaminados com esclerécios do fungo causaram
sucessivas epidemias entre os habitantes da Europa, caracterizadas pela alta
incidéncia de gangrena de membros inferiores e superiores, por distirbios do
sistema nervoso central e pela morte de muitas pessoas. Este flagelo, recorrente
na Idade Média, foi designado “Fogo da Santo Anténio” por ocorrer em junho,
no inicio do verdo europeu, préximo ao dia do santo. Os esclercios do fungo
formados nas inflorescéncias do centeio assemelhavam-se a uma espora de galo,
que em francés denomina-se “ergot”, termo adotado mundialmente para os
esclerécios e para designar a doenga (Tudzynski et al., 1995).

Até 1950, havia dividas quanto 4 correta posi¢do taxondmica da familia
Claviceptaceae. Duas escolas discordavam na énfase dada aos caracteres
morfolégicos e ao desenvolvimento das estruturas reprodutivas. Um grupo, com
base nas caracteristicas do estroma e do anamorfo, alocou a familia na ordem
Clavicipitales préximo a Hypocreales (Spatafora & Blackwell, 1993). O outro



grupo, analisando o desenvolvimento e a anatomia do centrum, acomodou os
membros de Clavicipitales em Xylariales (Miller, 1949; Reynolds, 1981; Barr,
1990).

No entanto, estudos independentes, usando diferentes regiées do DNA,
associados ao desenvolvimento do estroma, anatomia do centrum e habitos de
nutri¢io, ndo somente sustentaram a hipétese das estreitas relagGes entre
Clavicipitales ¢ Hypocreales como também evidenciaram fortes afinidades
filogenéticas entre as duas ordens (Spatafora & Blackwell, 1993). Atualmente, a
familia é colocada na ordem Hypocreales (Spatafora & Blackwell, 1993; Kirk et
al., 2001; Eriksson, 2006) e distingue-se morfologicamente dentro desta ordem
por apresentar estroma freqiientemente colorido, o qual se desenvolve em um
esclerécio dentro ou sobre o hospedeiro, ascos unitunicados cilindricos com
aparelho apical proeminente e poro estreito, e ascésporos filiformes (Tudzynski
et al., 1995).

As espécies de Claviceps em geral parasitam inflorescéncias de
gramineas, porém algumas espécies ocorrem em membros das familias
Juncaceae e Cyperaceae. Os ovarios, uma vez colonizados, sdo substituidos
pelas estruturas do fungo que normalmente se desenvolve em um esclerécio
(Tudzynski et al., 1995; Alderman, 2003; Pazoutov4, 2003). Kirk et al. (2001)
reconheceram 36 espécies, outros autores aceitam 45 espécies (Pazoutovd, 2001;
Alderman, 2003), porém o Index Funmgorum lista, atualmente, 70 espécies
(www. indexfungorum.org)

A fase teleomoérfica possui caracteristicas bem peculiares que sdo
utilizadas como critérios taxondmicos para separar as espécies. S#o elas a
coloragdo, o tamanho e o formato do ascostroma, o qual geralmente ¢ claro,
globoso a esférico, sustentado por uma estipe que se desenvolve a partir da
germinagdo do esclerécio; a presenga ou auséncia de filamentos estéreis no

peritécio; o tamanho e forma dos peritécios, que podem ser ovais a obpiriformes,
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distribuidos na superficie e parcialmente incrustados no estroma, conferindo
uma aparéncia verrugosa no ascostroma; o tamanho e forma dos ascos e dos
ascésporos. Os fungos do género Claviceps formam ascos cilindricas contendo
oito ascdsporos unicelulares filiformes e multiseptados, as quais geralmente se
fragmentam em propégulos ainda dentro do asco (Pazoutova, 2003).

O tamanho e, até certo ponto, o formato dos esclerécios sdo dependentes
do espago interno disponivel na cavidade floral da hospedeira (Pazoutovi,
2003). O esclerécio consiste de uma massa compacta e dura de hifas e serve
como estrutura de sobrevivéncia de Claviceps, na auséncia da hospedeira,
durante os pericdos em que ndo hi condigdes propicias para germinagdo. A
germinago do esclerécio, o desenvolvimento e amadurecimento do ascostroma,
para posterior liberag#io dos ascésporos, devem coincidir com o florescimento da
planta hospedeira (Alderman, 2003).

Estudos sobre a natureza dos esclerdcios, feitos por Luttrell (1977,
1981), constataram que a estrutura do fungo substitui o ovirio quando o florete é
infectado. A colonizag3o tem seu inicio pela penetrag3o dos tubos germinativos
dos ascésporos por entre as células do estigma do hospedeiro, fazendo com que
as hifas cresgam intercelularmente através do estilete até atingirem a base do
ovério. As hifas se formam ao redor das células do hospedeiro. A massa de
hifas, a partir da base do ovério, digere os tecidos e os substitui com o estroma
do fungo. Apés algum tempo, as hifas emergem entre as células epidérmicas e
formam uma massa estromética que contribui para o aumento do volume do
esclerécio. Na base do estroma, a hifa estende-se dentro e entre as extremidades
dos feixes vasculares, digerindo os vasos, os quais estdo associados as células
vivas do parénquima. As hifas invadem o évulo somente depois que as paredes
do ovério estiverem destruidas.

O estadio assexuado ou o anamorfo desempenha um importante papel no
ciclo de vida dos fungos clavicipitdceos. Poucos tém a fase sexual definida,

11



criando problemas quanto a sua identificagdo e classificagio. Os anamorfos s3o
classificados com base na morfologia das estruturas associadas 4 produgsio de
esporos (Hodge, 2003).

Os anamorfos de fungos clavicipitdceos sdio claros, as vezes de cores
brilhantes; produzem conidios unicelulares em cadeias secas ou gotas imidas e
tém conidiogénese tipicamente fialidica (Rykard & Luttrell, 1984; Spatafora &
Blackwell, 1993; Hodge, 2003). Apresentam trés diferentes tipos de vida. Em
menor numero de espécies estdo os parasitas de insetos, depois os fitoparasitas e
os micoparasitas. A maioria das espécies de Claviceps tem como anamorfo
Sphacelia; entretanto, a estrutura do conidioma é altamente varidvel de uma
espécie para outra (Luttrell, 1977; Rykard & Luttrell, 1984). Esta fase produz
conidios em uma matriz pegajosa, conhecida como “mela”, rica em agticares e
bastante atrativa aos insetos, os quais sdo uma das principais vias de dispersdo
do fungo (Hodge, 2003).

3.1 Espécies de Claviceps em sorgo

A mela do sorgo foi relatada primeiramente por McRae em
Madras/India, em 1915. O patégeno ndo apresentava uma fase sexual Gbvia e
formava uma frutificag@o esfacelial associada a um exsudato agucarado (mela),
_ sendo denominado S. sorghi (McRae, 1917). Posteriormente, em 1924, a mesma
doenga foi observada no Kénia (Bandyopadhyay et al., 1998). Kulkami et al.
(1976) descreveram a fase sexuada de S. sorghi como C. sorghi, incluindo os
patogenos asidtico e africano.

Em 1991 foram constatadas, nas espécies procedentes da india e da
Africa, diferengas significativas nas caracteristicas morfologicas do esclerécio,
do estroma e da fase ascogénica; na composi¢io dos aglicares produzidos nas
paniculas infectadas; na natureza quimica e na quantidade de alcaléides. Com

base nessas observagfes o patdgeno affricano foi descrito como uma nova
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espécie, C. africana (Frederickson et al. 1991). Os alcalbides produzidos pela
espécie C. afiicana sdo principalmente dihidroergosina e h4 outros
intermedidrios, como festuclavina, dehidroelymoclavina (Frederickson et al.,
1991; Mantle, 1973), enquanto na espécie de origem indiana, C. sorghi, estes
compostos estdo ausentes (Frederickson et al., 1991). No Jap3o, a ocorréncia de
“ergot” no sorgo foi relatada na década de 1980 e o patégeno, identificado como
C. africana. Diferengas nos sintomas da doenga levaram a constatagio da
existéncia de uma nova espécie endémica nesta regido, a qual foi descrita como
C. sorghicola Tsukiboshi, Shiman e T. Uematu, o que foi confirmado pelas
diferengas na morfologia do teleomorfo, do anamorfo e na produgdo de
alcaldides (Tsukiboshi et al., 1999).

Assim, C. africana, C. sorghi e C. sorghicola distinguem-se em relagio
a morfologia do teleomorfo (caracteristicas da estipe, capitulo, ascos e
ascdsporos), morfologia dos esclerdcios, presencga de alcaldides no esclerécio e
habilidade para produzir conidios secundarios. A forma assexuada do fungo (S.
sorghi), de ocorréncia mais comum na natureza, pode formar trés diferentes
tipos de esporos assexuados, os quais estdo contidos na mela: os microconidios
(esféricos), os macroconidios (elipticos) e os conidios secundérios (piriformes)
(Tabela 1) (Pazoutova et al., 2000).

Claviceps sorghi tem sua ocorréncia restrita ao subcontinente indiano,
onde causou grandes problemas em dreas de producfio de sementes. A fase
anamorfica, identificada como S. sorghi, teve sua fase teleomérfica descrita em
1976 (Kulkarni et al., 1976), e posteriormente foram acrescentados maiores
detalhes a esta descrigdo (Frederickson et al., 1991). A espécie exibe esclerdcios
alongados, curvos a retos, inicialmente creme a amarelo, escurecendo para cinza
a marrom claro. Quando incubados em areia imida produzem o ascostroma
dentro de cinco semanas. As estipes sio de coloragdo bronze a marrom-

avermelhada, escurecendo préximo ao capitulum, e brancas na base. Os capitula
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sdo amarelos com 0,7 mm de didmetro e com um colar branco na base.
Apresentam peritécios com 130-250 x 60-125 pm, ascos de 56-114 x 2,4-3,2 um
e_ascdsporos de 40-97 x 0,4-0,8 um. Na fase anamérfica os macroconidios s3o
oblongos a ovais, levemente constritos na regido mediana e com dimensdes de
8-19 x 4-6 um. Os microconidios sdo esféricos, com 2,5 um de didmetro. Nio
foi detectado nenhum tipo de alcaléide nos esclerécios (Frederickson et al.,
1991).

Claviceps africana forma macroconidios na supérficie do exsudato com
capacidade de germinar e preduzir um conidiéforo sobre o qual sdo formados
conidios secundérios. Estes conidios secundarios sio formados logo apés o
inicio da produgdo da mela, sendo que temperaturas entre 14-28°C, umidade
relativa acima de 90% e fotoperiodo de 12-16 h/dia favorecem o
desenvolvimento da doen¢a (Bandyopadhay et al., 1990). Os esclerécios sdo
ovais a esféricos, com partes do cértex marrom avermelhado cobertas por
frutificaciio esfacelial branca. Em areia tmida até 20-25°C, os esclerécios
germinam apo6s um periodo de quatro semanas e amadurecem apds cerca de seis
semanas. As estipes sdo glabras, inicialmente translicidas, tomando-se parpura.
Os capitula sdo subglobosos, ptrpura escuros, com 0,5-13 mm de didmetro.
Apresentam peritécios aparefisados com 86-135 x 123-226 pm, ascos com 140 x
3,242 pm e ascosporos até 45 x 0,8-12 pm. Na fase anamérfica os
macroconidios sdo oblongos a ovais, levemente constritos na regifo mediana e
com dimensdes de 9-17 x 5-8 um. Os microconidios séo esféricos, com 2-3 um
de didmetro. Os macroconidios germinam, dando origem a conidios secundérios
piriformes, com 8-14 x 4-6,5 pm (Frederickson et al., 1991).

Claviceps sorghicola, a espécie que ocorre no Japio, difere das demais
por terem macroconidios menores, pela auséncia de microconidios e de conidios
secundarios e pela produg@o de substincias similares a alcaléides triciclicos,

como a paliclavina. Os esclerécios sdo cnicos a cilindricos, retos a curvados,
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purpura-escuros a pretos, com 2,5-20 x 1,9-3,5 mm. As estipes sdo marrons a
bronzes. Os capitula so globosos a subglobosos, marrom-escuros, com 0,5-16
mm de didmetro e distintamente papilados. Apresentam peritécios ovais a
piriformes, com 215-300 x 105-140 pm, ascos com 122-215 x 2,5-3,8 um e
ascdsporos com 92-205 x 0,5-1 um. Na fase anamérfica os macroconidios s3o
elipséides a ovais, com dimensdes de 5-11,3 x 2,5-3,8 um (Tsukiboshi et al.,
1999).

3.2 Caracteristicas da mela e dos alcaléides

A secregdo formada durante o processo de infecgdo, pelas trés espécies
de Claviceps em sorgo, é um exsudato viscoso contendo alta concentragdo de
agucares higroscépicos em sua composigdo, o qual interfere na epidemiologia da
doenga de trés formas: (1) o fluxo da solugo de agticares ajuda na translocagdo
dos conidios do ponto em que s3o formados até a parte externa da inflorescéncia
da hospedeira; (2) o exsudato ¢ atrativo aos insetos e, por ser pegajos, adere as
suas patas, facilitando a disseminagio dos conidios. Moscas e besouros sdo
agentes de dispersdo da mela para plantas sadias; e (3) a matriz agucarada
preserva os conidios em condigdes de tempo quente e seco (Mower & Hancock,
1975b).

Campbell (1959) sugeriu que a produgdo do exsudato e a posterior
indugdo da doenga se dfio por enzimas do hospedeiro. Alguns dos aglicares
produzidos na mela de Sphacelia sio encontrados somente em meio de cultura e
outros, somente no exsudato produzido pelos hospedeiros. Isso indica que para
sintetizar certos aglicares seria necesséria a atividade de enzimas especificas que
s6 ocorrem em condigdes naturais (Mower & Hancock, 1975a). Os tipos de
aglicares que ocorrem na mela sdo hexoses, alditéis, frutofuranosilglucoses e

frutofuranosilalditéis. Glicose e frutose sdo os que predominam. Na 4rea de
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infecgdo, o agiicar carreado para a cavidade floral em maior quantidade parece
ser a sacarose (Mower & Hancock, 1975a).

Mower & Hancock (1975b) consideraram que a composi¢do da mela e
os diferentes tipos de aglicares produzidos por cada espécie poderiam servir
como um critério taxénomico para separago de subgrupos de Sphacelia. Apés o
desenvolvimento do estroma dentro da cavidade floral ocorrem alteragbes
fisiologicas na planta hospedeira que conduzem a formagdo do esclerdcio
(Mower & Hancock, 1975b), o qual desempenha uma fun¢do de grande
importancia para a sobrevivéncia do patégeno. Além disso, ¢ uma fonte de
substdncias ativas de uso farmacéutico, oriundas de metabélitos secundarios
produzidos pelo fungo, dentre elas os alcaléides (Kittakoop et al., 2003).

Historicamente, C. pwpuwrea tem sido a espécie mais estudada
principalmente pelo fato de produzir dcido lisérgico (LSD), um potente alcaléide
com propriedades alucinégenas (White Jr. et al., 2003). Em C. africana, o
principal alcaldide presente nos esclerécios foi identificado como
dihidroergosina, sendo também detectados teores de festuclavina,
dihidroelinoclavina e canoclavina em porcentagens que variam de 0,2 a 0,5 %.
Tanto o esclerécio como o exsudato agucarado néo foram t6xicos a animais, que
podem, portanto, ser alimentados com sorgo forrageiro infectado pelo patégeno
(Frederickson & Mantle, 1988). Na Austrdlia, em estudos de toxidicade dos
alcaldides produzidos pelo fungo n#o foram observados efeitos téxicos em
suinos, aves e gado leiteiro alimentados com sementes contaminadas com 1% de
esclerécios de C. africana (Ryley et al., 2002). No Brasil, os problemas com
toxicidade de alcaléides sdo desconhecidos ou menores do que os relatados para

os cereais de inverno (Reis et al., 2000).
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TABELA 1. ComparagSes morfoldgicas e bioquimica de C. afticana, C. sorghi
e C. sorghicola.*

C. africana C. sorghi C. sorghicola
Esclerécios
Forma Oval a esférico Longo, cilindrico, Cilindrico ou cdnico
curvado a reto curvado ou reto
Textura Compacta Frouxa ou compacta  Compacta
Tamanho 4-6 x 2-3 mm 3-14x1-2,5 mm 2,5-20 x 1,9-3,5 mm
Cor Marrom avermelhado, Cinza a marrom claro  Preto-purptireo a
tecido esfacelial preto, tecido esfacelial
branco branco
Ascostromas
Estipes Parpura, Bronze a marrom Bronze a marrom, 3,5-
8-15x0,3-0,6 mm avermelhado, 17 mm
6-8 x 0,5 mm
Capinda Subgloboso, Globoso, Globoso a subgloboso,
plrpura escuro, . amarelo escuro, marrom escuro,
0,5-1,3 mm didgmetro, 0,7 mm diidmetro, 0,5-1,6 mm didmetro,
papila distinta pouco papilado papila distinta

Peritécios ~ Oval a obpiriforme Oval a cbpiriforme Oval a obpiriforme
123-226 x 86-135 um  130-250 x 60-125 um  215-300 x 105-140um

Ascos 140 x 3,2-4,2 pm 56-114x2,4-3,2 ym  122-215 x2,5-3,8 um

Ascosporos  até 45x 0,8-1,2 pm  40-97x0,4-08 ym  92-205x 0,5-1 pm

Anamorfo
Conidios Hialinos, Hialinos, Hialinos,
macroconidios: macroconidios: macroconidios:
oblongo a oval, oblongo a oval, elipséide a oval,
9-17 x 5-8 um, 8-19 x 4-6 um, 5-11,3 x 2,5-3,8 pm,
microconidios: 2-3 pm microconidios: 2,5 pm
Bioquimica
Alcaléides  Principalmente Nio produz Semelhante a
dihidroergosina, e alcaldides triciclicos a
outros intermediarios paliclavina

* dados de Tsukiboshi et al. 1999.
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3.3 Sintomatologia

Os primeiros sintomas da doenga em sorgo podem ser observados em
ovérios das glumas fechadas, e trés a cinco dias apds a infecgdo. O ovério
infectado apresenta-se enrugado, com uma colora¢io verde opaca a cinza, em
contrate com o verde-escuro e arredondado de um ovario sadio e fertilizado.
Com a evolugdo da infecgdio, a base do ovério ¢ substituida por uma estrutura
pseudoestromatica. Com dois dias o micélio branco, na base do ovirio, estende-
se gradualmente para cima. O ovério ¢ convertido em estroma do fungo com
dobras ténues (Bandyopadhyay et al., 1998).

Externamente, os sintomas evidenciam-se de 5 a 10 dias ap6s a infecgio,
na forma de gotas de coloragdo inicialmente translicidas, tornando-se roseas,
pegajosas e adocicadas, que exsudam dos ovarios infectados (Bandyopadhyay et
al., 1998). Virios fungos saprofitas crescem sobre as gotas, formando uma
massa negra e amorfa. Sob condigdes de alta temperatura e de baixa umidade h4
um ressecamento da exsudagfio, a qual se transforma em uma crosta
esbranquicada ¢ dura; este € o inicio da formagdo dos esclerécios (Futtrell &
Webster, 1966).

No Brasil, o agente etiolégico da mela foi identificado como C. africana
(Reis et al., 1996), porém ainda ndo foi observada a formagdo de esclerécios do
fungo e, portanto, esta afirmativa teve como embasamento apenas a fase
anamérfica, comum ndo somente para as trés espécies de Claviceps que infectam

SOrgo como para vdrias outras espécies do mesmo género.,

3.4 Epidemiologia

Durante a antese o fungo se desenvolve no ovario nio fecundado,
impedindo a formag#io de sementes ou de grdos. Vérios estudos demonstraram
que a polinizagdo, seguida da fertilizagdo, previne a doenca agucarada do sorgo.
Portanto, todos os fatores climéticos e biolégicos que afetam a produgio e o
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vigor do pélen e/ou impedem a abertura normal das anteras e favorecem o
desenvolvimento da doenga (Frederickson & Mantle, 1988).

Futtrell & Webster (1966) sugeriram que a infecgfio priméria no campo
estaria associada a conidios de hospedeiros secunddrios. Os conidios presentes
no exsudato seriam transportados por insetos as paniculas receptivas do sorgo
sadio. Os restos de paniculas infectadas presentes no solo, e ainda a elevada
producdo de conidios no exsudato de cinco dias apés a infecgdo do sorgo,
seguramente também funcionariam como fonte de inéculo. Outra importante
fonte de in6culo sdo os esclerécios deixados sobre o solo durante a colheita.
Estes, apos a germinagfo, do origem a ascomas que produzem os ascésporos,
facilmente disseminados pelo vento, e que podem, potencialmente, infectar
plantas sadias (Kulkarni et al., 1976).

Os floretes sdo vulnerdveis &4 infecgdo a partir da emergéncia da
panicula, até a fertilizagdo do ovério. Como a infecgdo ocorre apenas durante a
floragdo, qualquer fator que possa afetar a infecgéio somente tera efeito durante
essa fase. A temperatura de 19,5° C ¢ considerada 6tima para o desenvolvimento
da doenga. Temperaturas noturnas abaixo de 13° C durante a microesporogenese
induz a macho esterilidade em sorgo e, portanto, também levam 2 predisposigio
a doenga (McLaren & Wehner, 1990, McLaren, 1992).

3.5 Ciclo biolégico do fungo

O ciclo biolégico do fungo inicia-se quando o esporo (ascésporo ou
conidio) atinge o estigma, germina, emite um tubo germinativo que cresce
através do estilete e coloniza o ovério. Danos no estigma e no estilo somente
podem ser observados 48 horas apés a infecgio. O tecido do ovidrio é
gradualmente colonizado e, num periodo de 48 a 72 horas apés a infecglio,
comega a necrose e a desintegracdo da parede do ovario. Com 5-7 dias, toda a

regido da micrépila, da calaza e do nucelo ¢ substituida pelo micélio do fungo, o
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qual forma o tecido pseudoestromitico. Internamente este tecido estromatico
possui léculos nos quais os conidios sdo produzidos sobre a superficie do
estroma, ou seja, o micélio no interior do ovédrio produz conidios sobre
conidiéforos dispostos numa camada paligidica. Cerca de 10 dias apés a
infecc@o € possivel visualizar a secrecdo da mela na flor infectada (Figura 1)
(Bandyopadhyay et al., 1990; Heméndez-Martinez et al., 2001).

Os conidios sdo liberados dos grios infectados, incorporados ao
exsudato agucarado. Quando estd seco, o exsudato torna-se branco e
pulverulento. A crosta formada ¢ altamente higroscopica, absorve a 4gua da
atmosfera, diluindo os aglicares concentrados, podendo ser hidratada pela chuva,
orvalho ou dgua de irrigagdo. Em C. africana, os macroconidios emitem tubos
germinativos que se sobressaem a superficie, agindo como conidiéforos ao
produzirem conidios secundérios em suas extremidades, os quais s3o facilmente
removidos e disseminados pelo vento até as flores receptivas do sorgo. Nestas
condicGes, o patégeno poede permanecer vidvel por sete a oito meses,
aumentando seu potencial de disseminag&o (Frederickson et al., 1989).

A infecgdio seguinte se desenvolve pela disseminagdo a longa distincia
dos conidios secundédrios. Vérios ciclos de infecgio secunddrios podem
acontecer quando ocorre florescimento por um periodo prolongado.

Em um periodo de quatro a oito semanas apés o fungo ter se estabelecido
no ovério da hospedeira, o estroma do fungo transforma-se em um esclerécio
maduro. O tamanho e a forma do esclerdcio dependem do gendtipo do
hospedeiro ¢ de fatores ambientais e nutricionais. O processo de formagéo do
esclerécio ¢ também influenciado por fungos contaminantes, tais como
Epicoccum Link (=Cerebella volkensii (Henn) Mundk.), Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg e Cladosporium spp., que crescem na mela
durante o seu desenvolvimento, principalmente sob condi¢des de alta umidade
(Kulkarni et al.,, 1976; Sangitrao & Bade, 1979). No entanto, sob condigdes
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climéticas de baixa umidade relativa, o fungo cresce no interior do ovirio.
Inicialmente o fungo tem uma coloragdo creme e formato cilindrico, alongado a

levemente curvado, dando origem a esclercios pouco contaminados (Futtrell &
Webster, 1966).

No plantio seguinte, os ascosporos produzidos nas estruturas sexuais
provenientes da germinag&o dos esclerdcios e/ou os conidios produzidos da mela
atingem os floretes das paniculas sadias, recomengando o ciclo da doenga
(Bandyopadhyay, 1990). O papel de hospedeiras secundarias ou alternativas e do
sorgo selvagem precisa ser investigado para melhor compreensdo do ciclo da
doenga (Bandyopadhyay et al., 1998).

_~ flor -
peniculanio f-..:?b'\.
fertilizada ,-;; 5 mwocomd:o {5 panicula

infectada

g Yool
m:crocomdlo ]
."d N ""-‘-—- ‘?

conidio 2™ & 3 ! |

Lo / Rl

\

. ."ﬁ X
& M
——— ‘g J?
esclerécios germinando
» aspectos verificados == clos ndo verificados

FIGURA 1. Ciclo de vida de C. afficana, agente etiolégico da mela do sorgo
(adaptado de Agrios, 1997)
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3.6 Controle

A auséncia de genétipos de sorgo resistentes a espécies de Claviceps e o
estabelecimento da doenga somente em flores ndo fertilizadas exigem que se
adotem técnicas de manejo da cultura capazes de promover alta produgdo de
polen, bem como a adogio de medidas que reduzam a fonte primaria e
secundéria de inéculo (Bandyopadhyay et al., 1998).

Assim, a severidade da doenga esta diretamente relacionada 2 viabilidade
do polen. Programas de melhoramento baseados no manejo do pélen para
minimizar a oportunidade da infecgdo por Claviceps sio vistos como uma das
mais eficientes estratégias para controlar a doenga (Bandyopadhyay et al., 1998).
Assim, um dos aspectos que favorecem o escape é a produgo de linhagens com
uma boa disponibilidade de pélen vidvel, uma vez que a infecgdo ndo ocorre em
flores fertilizadas. Por outro lado, é de suma importincia a programacio de
plantio a fim de que haja uma boa coincidéncia de florescimento entre as
linhagens macho e fémea para garantir uma répida fertilizagdo (Bandyopadhyay
etal., 1998).

Por meio de métodos de inoculagdo artificial foram identificadas até 12
linhagens de sorgo com eficiéncia na redugdo da doenga (Musabyiamana et al.
1995; Mukuru, 1999; Tegegne et al., 1994); entretanto, gendtipos que
aparentemente s3o resistentes em um local podem ser suscetiveis em outro.
McLaren & Wehner (1990) detectaram 70 linhagens de sorgo com resisténcia;
entretanto, pequenas variagdes climaticas culminaram em uma alta incidéncia da
doenga.

O controle quimico €, obrigatoriamente, utilizado para a produgio de
sementes hibridas, com pulverizagSes realizadas com jato dirigido para as
paniculas, de forma a permitir a protegdo individual das flores contra o ataque do
patogeno, durante todo o periodo de florescimento. No Brasil, vérios grupos de
fungicidas tém sido testados e nos anos de 1995 ¢ 1996, o grupo dos triaz6is foi
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identificado como potencialmente efetivo para o controle da doenga agucarada.
Entretanto, os fungicidas testados sdo pouco eficientes em baixas concentragdes,
com isso alguns causam fitotoxidade quando aplicados em dosagens eficases
(Pinto et al., 1997). O fungicida tebuconazole é o tinico registrado no Brasil para
o controle da doenga agucarada do sorgo. Recomendam-se trés pulverizagGes
66,7 g i.a/ha, iniciadas logo apés o inicio da antese, com intervalos de aplicagio
de 5 a 6 dias (Pinto, 1999).

A doenga pode ser controlada por meio de um manejo integrado, pela
adogdio das seguintes medidas: (1) uso de sementes livres de esclerécios do
patégeno; (2) uso de cultivares bem adaptadas s regides de plantio ¢ mais
tolerantes a baixas temperaturas; (3) semeadura em épocas em que o periodo de
florescimento ndo coincida com baixas temperaturas; (4) remogio de restos
culturais e de plantas hospedeiras alternativas do patégeno; (5) adequagio da
proporgéo de linhagens macho-estéreis e restauradoras, em campos de produgao
de sementes, garantindo boa disponibilidade de pélen; e (6) programagio de
plantio, coincidindo com o florescimento entre as linhagens restauradoras e
macho estéreis, para garantir uma rdpida fertilizagio (Bandyopadhyay et al.,
1998).

3.7 Caracterizagdo molecular de espécies de Claviceps em sorgo

Estudos moleculares tém desempenhado um papel importante e
esclarecedor na taxonomia das espécies de Claviceps, permitindo uma
compreensdo sobre a distribuicdo geografica, a especificidade e as relages co-
evoluciondrias entre patdgeno-hospedeiro (Pazoutova et al., 2000, Pazoutov4,
2001, Tooley et al., 2001, Komolong et al., 2002, Pazoutovd & Bogo, 2002,
Tooley et al. 2002, Pazoutova et al., 2004).

Seqiienciamentos de regides especificas do DNA confirmaram as

diferencas entre as espécies de Claviceps que ocorrem em sorgo (Pazoutova et
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al., 2000; Pazoutova, 2001). Andlises da regido total ou especifica do genoma,
como, por exemplo, do intron 3 do gene da B-tubulina e do intron 4 do gene do
fator de elongacio (EF-o), por meio de AFLP (4dmplified Fragment Length
Polymorphism) e RAM (Random Amplified Microsatelite), distinguiram
espécies de Claviceps do sorgo provenientes de diferentes regides do mundo. As
variagGes observadas nas seqiiéncias de nucleotideos de diferentes isolados de C.
africana podem vir a servir como critério para separacdo das espécies (Tooley et
al., 2001). '

Métodos moleculares, os quais envolvem a manipulagdo de DNA e
incluem extragdo, quantificagdio, sistemas de amplificagio pela PCR
(Polymerase Chain Reaction), clonagem, eletroforese e seqilenciamento do
genoma total ou parcial do DNA, s#o bastante 1teis para estudar a diversidade
populacional de Claviceps spp. ¢ monitorar a migra¢do do patdgeno. Tooley et
al. (2000) analisaram os genétipos do patégeno e verificaram que a mesma
populagdo estaria causando a doenca ao longo do ano. Todavia, nd@o
confirmaram se o patégeno estariam sobrevivendo em hospedeiras alternativas
de uma estagdio de cultivo para outra ou se o inéculo inicial é proveniente de

populagdes de outras regides.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO IN VIVO E IN VITRO DA FASE
ANAMORFICA (Sphacelia spp.) DE ESPECIES DE Claviceps DE SORGO
E OUTRAS GRAMINEAS FORRAGEIRAS NO BRASIL
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1 RESUMO

CHAVES, Zuleide Martins. Isolamento e caracterizagio in vivo e in vitro da
fase anamérfica (Sphacelia spp.) de espécies de Claviceps de sorgo e outras
gramineas forrageiras mo Brasil. 2006, p. 32-60, Tese (Doutorado em
Agronomia-Fitopatologia), Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.}

Na mela do sorgo ocorre um grande nimero de leveduras e fungos
filamentosos associados ao exsudato, os quais dificultam a obtenggo de culturas
puras, importantes para a caracterizagdo do patégeno in vitro e a produgio de
biomassa para a extragdo de DNA. Os objetivos deste trabalho foram estabelecer
um método de isolamento de espécies de Claviceps, a fim de formar uma
colecdo ex-situ do patbgeno para estudos in vitro, e caracterizar
morfologicamente os isolados provenientes de sorgo e outras gramineas
forrageiras no Brasil. Paniculas de plantas com sintomas da doenga agucarada
foram coletadas nos municipios de Lavras, Sete Lagoas, Uberldndia e Montes
Claros. Foram testados 10 meios de cultura contendo diferentes antibiticos,
sendo que o meio MIC 10 (batata, sacarose, vitamina, solu¢io de
micronutrientes e agar, acrescido de gentamicina e tetraciclina) mostrou-se o
mais eficiente e foi usado, entdo, para o isolamento e crescimento das colnias.
Os isolados foram caracterizados quanto & morfologia e taxa de crescimento da
colonia em meio de cultura e tamanho e formato dos macroconidios em
substrato natural e in vitro. O uso de gentamicina e tetraciclina foi eficaz em
eliminar o principal contaminante Aureobasidium pullulans e permitiu a
obtencdio de culturas puras. Em sorgo, os macroconidios de Claviceps sio
oblongos a ovais, com 10-20 x 5-8 pm. H4 uma produgdo escassa de
microconidios e conidios secundarios. Em P. maximum, os macroconidios de
Claviceps sdo elipticos, com 1320 pm x 4-6 pm; e em B. brizantha e B.
decumbens, oblongos a levemente alantéides, com 11-19 pm x 3-5 pm. Em
meio de cultura, os isolados de Claviceps de sorgo formaram colénias brancas,
velutinosas, com micélio aéreo. Os isolados provenientes de Brachiaria e
Panicum formaram coldnias brancas, com aspecto umido, com pouco micélio
aéreo e crescimento ripido. A observagiio desses marcadores permite concluir
que a mela do sorgo ¢ demais forrageiras é causada por, no minimo, duas
espécies distintas de Claviceps. Os isolados obtidos de Panicum e Brachiaria
apresentaram caracteristicas préximas a C. maximensis.

* Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Orientador), Carlos R.
Casela — EMBRAPA Milho e Sorgo (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

CHAVES, Zuleide Martins. Isolation and in vive and in vitro characterization
of the anamorphic phase (Sphacelia spp.) of species of Claviceps from
sorghum and other forage grasses in Brazil. 2006, p. 32-60, Thesis (Doctorate
in Agronomy-Phytopathology), Federal University of Lavras, Lavras MG.*

A high number of yeasts and filamentous fungi occur, as contaminants,
associated to the honeydew of the sugary disease in grasses which tumns difficult
the process of isolation of Claviceps sp. An important aspect for the
characterization of the pathogen in vitro and for biomass production for DNA
extraction is to have of cultures of the pathogen. The objectives of this work
were to establish a method for isolation of species of Claviceps in order to form
a collection ex-situ for in vitro studies and to characterize morphologically
isolates of Claviceps spp. originated from sorghum and other forage grasses in
Brazil. Panicles were sampled from symptomatic and asymptomatic plants in the
counties of Lavras, Sete Lagoas, Uberldndia and Montes Claros in the state of
Minas Gerais. Ten different culture media added with different antibiotics were
tested initially and MIC 10 (potato, sucrose, vitamin, micronutrient solution and
agar amended with gentamicin e tetracycline) showed to be the most efficient for
the isolation of the organism. Isolates of Claviceps sp. were then characterized
for colony morphology, growth rate, size and shape of macroconidia in natural
substrate and in vitro. The use of gentamicin and tetracyclin was efficient to
eliminate the main contaminant dureobasidium pullulans and allowed to obtain
pure cultures. In sorghum, macroconidia of Claviceps were oblong to ovals, 10-
20 pm x 5-8 pm, with sparse production of microconidia and secondary conidia.
In P. maximum, the macroconidia of Claviceps were elliptical, 13-20 um x 4-6
um, in B. brizantha and B. decumbens oblong to slightly alantoid, 11-19 pm x 3-
5 pm. In culture, isolates of Claviceps of sorghum formed white colonies with
aerial mycelium and the isolates originated from Brachiaria and Panicum
formed white, flat colonies, with moist appearance, little aerial micelium and
fast growth. These results allowed to conclude that ergot of sorghum and other
grasses is caused by, at least, two distinct species of Claviceps. The isolates
obtained from Panicum and Brachiaria showed characteristics close to C.
maximensis.

* Guidance Committee: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Adviser), Carlos R.
Casela - EMBRAPA Milho e Sorgo (Co-Adviser)
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3 INTRODUCAO

A mela do sorgo, do ponto de vista econdmico, apresenta dois aspectos
importantes, sendo um prejudicial e outro benéfico, a saber: (1) a contaminagio
de sementes com esclerécios pode reduzir severamente a qualidade dos grdos
devido & deformagdo dos mesmos e & presenga dos alcaldides, que afetam o
sistema nervoso central de animais; e (2) porque as substancias produzidas pelo
fungo, alcaléides, sdo exploradas na biotecnologia em larga escala, visto seu alto
valor farmacéutico (Tudzynski & Tenberge, 2003).

Poucos sdo os relatos de intoxicagdo de animais pela ingestdo de
sementes contaminadas com o fungo devido A baixa toxicidade dos alcaléides
presentes nos esclerécios produzidos no sorgo. No Brasil, nio foram bem
estudadas as interagBes entre a toxicidade a animais e os fatores que interferem
na produgdo de toxinas por Claviceps em sorgo. Na década de 1980, no Rio
Grande do Sul, foram registrados surtos de intoxicagZo em bovinos causados por
Claviceps paspali F. Stevens & J.G. Hall, pela ingestdo de sementes de
Paspalum dilatatum Poir e P. notatum Flugger contaminadas. Entretanto, os
alcal6ides produzidos por C. paspali sio diferentes dos produzidos pelas
espécies que infectam sorgo (Riet-Correa et al., 1983).

Em 1976, C. sorghi foi descrito como a fase teleomérfica do agente
etiolégico da doenga no sorgo, até entdo conhecido apenas pela sua fase
anamorfica como S. sorghi (Kulkarni et al., 1976). Em 1991, foram constatadas
diferengas significativas nas caracteristicas morfolégicas do esclerécio, do
estroma e da fase ascogénica, na composi¢iio dos agiicares produzidos nas
paniculas infectadas e na natureza quimica e quantidade de alcaldides das

espécies procedentes da India e da Africa. Com base nestas caracteristicas, o

35



patégeno africano foi descrito como uma espécie distinta, C. africana
(Frederickson et al.,, 1991). No Japdo, a ocorréncia de “ergot” no sorgo foi
constatada na década de 1980, porém foram observadas diferengas em relagio ao
“‘ergot” africano quanto & sintomatologia da doenga e & morfologia do fungo, o
qual foi descrito como uma nova espécie endémica nesta regido. Isso foi
confirmado pelas diferengas na morfologia do teleomorfo e do anamorfo e por
diferengas na qualidade dos alcaléides produzidos (Tsukiboshi et al., 1999).

Diferentes aspectos da doenga foram estudados, como, por exemplo, as
vias de propagacdo ¢ os fatores que proporcionam o progresso da doenga
(Chinnadurai et al., 1970; Sangitrao & Bade, 1979; Frederickson et al., 1989), os
quais influenciam a formagdo e a natureza dos exsudatos agucarados (Mower &
Hancock, 1975 a, b) ou a formag#o, a natureza e o modo de a¢fio dos alcaldides
(Mantle, 1973). A relagdo entre a influéncia de fatores climdticos e as vias de
infeccdo do patégeno e a incidéncia da doenga em sorgo foi amplamente
investigada em diversas regides do mundo (Frederickson & Mantle, 1988;
McLaren & Wehner, 1990; McLaren & Flett, 1998). A doenga torna-se mais
severa na predugio de sementes hibridas quando se utilizam linhagens com
macho-esterilidade citoplasmdtica, como fémeas parentais e linhagens
restauradoras que nio florescem simultaneamente (Bandyopadhyay et al. 1998,
Ryley et al., 2002).

O patdgeno que causa a doenga agucarada no Brasil foi identificado
como C. gfricana (Reis et al., 1996). Entretanto, a identificacdo foi realizada
com base na fase anamérfica (S. sorghi), a qual é comum as trés espécies de
Claviceps que infectam sorgo.

As tentativas de obtengdo de culturas puras da fase anamérfica
(Sphacelia), conforme preconiza a literatura (Chinnadurai et al.,, 1970,
Pazoutova et al., 2000; Tooley et al., 2002), tém demonstrado elevado grau de
insucesso, principalmente devido & ocorréncia sistemética de um fungo
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leveduriforme presente no exsudato, além de outros fungos filamentosos que
geralmente o colonizam (Bandyopadhyay et al., 1990; Gonzélez et al., 1997;
Bhuiyan et al., 2003). Estes fatores inviabilizaram a formaggo de uma colegéo de
isolados desse fungo, condigéio essencial para o desenvolvimento de estudos
sobre a genética do fungo e a epidemiologia da doenga, principalmente quando o
objetivo € o desenvolvimento de estratégias para o manejo da doenga.

Diante do exposto, objetivou-se: i) estabelecer uma metodologia de
isolamento de Claviceps e formar uma colegdo ex-situ do patégeno para estudos
in vitro; e ii) caracterizar morfologicamente isolados de Claviceps sp.
provenientes de sorgo e de gramineas forrageiras, no Brasil.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Sistemdtica e
Ecologia de Fungos e em casas de vegetagdo do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras MG, e nos laboratérios
de Microbiologia e Fisica de Solos e Resisténcia de Plantas a Doen¢as da
EMBRAPA Milho e Sorgo, em Sete Lagoas-MG.

Diante da presenga constante de fungos filamentosos, leveduras e
bactérias associadas ao exsudato produzido pela infeccdio com diferentes
espécies de Claviceps, foram estabelecidas etapas visando obter uma

metodologia eficiente para o isolamento deste fungo.

4.1 Isolamento e manutengio de espécies de Claviceps

Paniculas de sorgo e de gramineas forrageiras com sintomas de mela
foram coletadas nos municipios mineiros de Lavras, Montes Claros, Sete Lagoas
e Uberlandia (Tabela 1A).

4.1.1 Avaliag¢iio de métodos para o isolamento

Para o isolamento de Claviceps spp. foram utilizados os meios de cultura
BDA (batata, dextrose e 4gar), Kirchhoff e T2 (Chinnadurai et al., 1970;
Pazoutové et al., 2000) (Tabela 2A).

4.1.1.1 Selegiio de antobiéticos contra contaminantes leveduriformes

Os antibidticos utilizados foram os seguintes: estreptomicina (100
pg/mL), ampicilina (100 pg/mL), cloranfenicol (100 pg/mL), gentamicina (1000
pg/mL) e tetraciclina (500 pg/mL). As suspensdes dos antibidticos foram
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esterilizadas por filtragdo. Os antibi6ticos foram testados cada um isoladamente

¢ em combinagées dois a dois, adicionados ao meio de cultura BDA.

4.1.1.2 Isolamento

Gotas da mela in natura de coloragdo transparente a levemente opaca,
presentes nas paniculas infectadas de sorgo e de capim colonido (P. maximum),
foram retiradas com uma alga de platina e transferidas para placas contendo os
meios BDA, Kirchhoff e T2. Todos os meios continham a solugdo do antibi6tico
estreptomicina (2 mL por 250 mL de meio). Uma aliquota de 100 mL de dgua
destilada estéril foi despejada sobre a gota para facilitar a dispersdo dos
macroconidios, que foram espathados com alga de Drigalski. As placas foram
incubadas em temperatura ambiente, entre 25 e 28 °C, e feito o monitoramento

diario sob microscopia 6ptica e/ou estereoscopica.

4.1.1.3 Eliminacio de contaminantes

Com uma alga de Drigalski retirou-se uma fragdo da col6nia do
contaminante leveduriforme para ser diluida em 10 mL de 4gua estéril. A partir
desta suspensdo prepararam-se diluigdes em série (10°, 10”, 107 10?) pela
retirada seqiiencial de uma aliquota de 0,1 mL de suspensio do contaminante e o

material foi transferido para tubo de ensaio contendo 0,9 mL de 4gua estéril. As
diluicdes foram distribuidas individualmente em placas contendo os referidos

meios de cultura e as combinages dos diferentes antibiéticos supracitados.

Apds 48 horas, efetuou-se a contagem de colénias.

4.1.1.4 Selegiio de meios

Para otimizar o crescimento micelial dos isolados de Claviceps de sorgo
e de gramineas forrageiras, foram testados 10 meios de cultura com diferentes
fontes de carbono em suas composi¢des (Tabela 2 e Tabela 2A). As fontes de
carbono utilizadas nos meios foram acido mélico, frutose, manose e sacarose.
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Discos de quatro milimetros foram transferidos para o centro das placas
contendo cada meio, com trés repeticSes, os quais foram incubados em
temperatura ambiente. Apos seis dias de crescimento avaliou-se o didmetro das

coldnias.

TABELA 2. Meios de cultura utilizados no teste de selegio de meios.

Meio de cultura

MIC1 Meio Kirchhoff

MIC2 MSB (meio Kirchhoff modificado)

MIC3 NFb Tween 80

MIC4  NFb Milico

MICS Frutose com sacarose

MIC6 MS (meio T2 modificado) mais antibiético

MIC7  Manose com sacarose (com vitaminas e micronutrientes)
MIC8  Acido mélico (com vitaminas e micronutrientes)

MIC9  BDA com antibiético

MIC10  Sacarose (com vitaminas ¢ micronutrientes)

4.1.2 Isolamento ¢ montagem da colegfio

Depois de estabelecida a melhor metodologia para isolamento (meio de
cultura e o antibitico mais eficiente para inibir o crescimento de
contaminantes), foram realizados novos isolamentos para compor uma colegdo
ex-situ do patégeno.

Gotas da mela fresca de coloragdo transparente a levemente opaca,
presentes nas paniculas infectadas, foram retiradas com uma al¢a de platina e
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transferidas para meio de cultura MIC 10. Foram acrescentados 100 mL de 4gua
destilada esterilizada sobre a gota para facilitar a disperséio dos macroconidios.
As placas foram incubadas em temperatura ambiente, entre 25 a 28 °C.

As placas foram monitoradas diariamente sob microscépio de luz e
estereoscOpio. Ap6s o surgimento das primeiras colonias livres de
contaminantes, estas eram transferidas para uma nova placa contendo 0 mesmo
meio usado no isolamento. Repetiu-se este procedimento de transferéncia das
subculturas para novas placas quantas vezes foram necessarias, em média trés
vezes, até serem obtidas as culturas puras do fungo.

4.2 Caracterizac¢iio morfolégica in vivo

Para as avaliagGes in vivo foram montadas 1dminas com gotas da mela in
natura. Com uma al¢a de platina foram retiradas gotas da panicula, as quais
foram colocadas na ldmina com lactoglicerol ou corante azul de algodio e
cobertas com uma laminula.

Sementes de sorgo sadias e em estddio inicial de infec¢do foram cortadas
na regido inferior do ovério e colocadas em ldminas para visualizagdo da célula
conidiogénica. Os cortes, de cerca de 50 um, foram observados em um
microscpio Zeiss modelo Axioplan, em que se realizaram as medidas, as
observages morfologicas e os registros fotogréficos.

Foram realizadas coletas didrias dos floretes das paniculas de sorgo a
partir de 24 horas apés a inoculagio até o oitavo dia. Floretes de paniculas
infectadas de B. decumbens foram coletados, lavados superficialmente para
retirar excesso da mela e, juntamente com as amostras de sorgo, preparados para
observagdes em Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEYV). Todas as amostras
foram tratadas com Fixador de Kamovsky modificado (glutaraldeido 2,5 %;
formaldeido 2,5 %; tampdo cacodilato de sédio 0,05 M; CaCl, 0,001M; pH 7,2)

por um periodo minimo de 24 horas e pés-fixadas em tetréxido de 6smio (0s0,)
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a 1% por 1 hora. As amostras foram lavadas em 4gua destilada e submetidas, a
seguir, a sucessivas lavagens por 20 minutos em solugdes com concentragdes
crescentes de etanol (25, 50, 75, 90 e 100%). Ao final, as amostras foram
passadas por trés vezes na soluggo de etanol a 100% e por trés vezes em sol uc¢do
de acetona a 100%. Apés o processo de desidratagfo, as amostras foram levadas
para secagem ao ponto critico (CPD 030 - Critical Point Dryer/BAL-TEC),
montadas em suporte de aluminio, metalizadas (SCD 050 — Sputter Coater/BAL-
TEC) e observadas em microscpio eletrdnico de varredura (LEO EVO 40). As
imagens foram geradas e registradas digitalmente, e posteriormente selecionadas

para a montagem das ilustragdes.

4.3 Caracterizagio morfolégica in vitro

Para as avaliagdes in vitro utilizou-se o meio de cultura MIC10, por ter
apresentado o melhor resultado nos ensaios anteriores, acrescido dos antibidticos
gentamicina e tetraciclina. Discos de quatro milimetros das colénias puras
isoladas de Claviceps proveniente do sorgo e de P. maximum foram colocados
em meio MIC 10 e incubados em temperatura ambiente. Avaliou-se o didmetro
das coldnias aos 5, 10, 15 e 20 dias apds o plaqueamento. Foram realizadas
observagBes do crescimento e coloragdo das culturas e realizados registros
fotograficos.

Para as observacdes de MEV, foram preparadas placas com meio MIC
10 com &gar a 3%. No centro da placa foram colocados discos de quatro
milimetros das colonias puras. Foram plaqueados isolados de Claviceps
provenientes do sorgo e de P. maximum. Apds 15 dias de crescimento as placas
foram colocadas invertidas em geladeira a 4 °C, por 20 dias. Ao final deste
periodo foram retirados fragmentos das colonias de lem?, os quais foram
preparados para MEV segundo especificagdo para as amostras in vivo.
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S RESULTADOS

5.1 Isolamento e manutencfio de espécies de Claviceps

No isolamento de Claviceps a partir do exsudato produzido nas
paniculas, foi observada a presenga de vérios fungos filamentosos pertencentes
aos géneros Fusarium, Cladosporium, Aspergillus e Penicillium, entre outros.
Entretanto, o principal fator limitante ao isolamento de Claviceps foi o constante
e rapido crescimento de um fungo com aspecto leveduriforme, identificado
como Aureobasidium pulullans (de Bary) G. Arnaud (Figura 1).

Nos isolados de Claviceps proveniente de sorgo, foi observada a
formac@io de macroconidios, microconidios e conidios secundérios, os quais
eram formados por germinagso dos macroconidios. No isolado de Claviceps sp.
proveniente de P. maximum, a presenga de microconidios foi menor e os
macroconidios normalmente germinavam, dando origem a hifas e,
ocasionalmente, a conidios secundarios. Entretanto, em nenhum dos casos foi
observado desenvolvimento de colonias, uma vez que a partir do segundo dia as
placas ja estavam totalmente cobertas pelo contaminante.

Efetuaram-se testes com diferentes antibidticos e a diferentes
concentragdes, visando inibir o crescimento dos microrganismos contaminantes.
Em contraste com os demais antibidticos que apresentaram efeitos
negligencidveis, a inclusdo conjunta de gentamicina e tetraciclina propiciou uma
redugdo acentuada do nimero de coldnias de A. pullulans nas placas. Assim,
com o uso da combinag@o desses antibiéticos foram eliminadas as subculturas
em série. Nesse caso, necessita-se de apenas uma transferéncia de colénias para

novo meio, quatro a oito dias apés o plaqueamento, dependendo da espécie do
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patégeno. Os isolados de P. maximum apresentaram maior taxa de crescimento
em relagdo aos isolados de sorgo.

A germinacdo de macroconidios de Claviceps provenientes de sorgo,
Brachiaria spp. e P. maximum variou de 0 a 81% em seis dos meios testados.
Entretanto, verificou-se que as colonias de Claviceps também tiveram
desenvolvimento micelial limitado nos meios com tween 80 (MIC 2) e 4cido D-
maélico (MIC 4 ¢ MIC 8). Por outro lado, em meio BDA houve elevada
germinag3o, 81%, mas também ocorreu desenvolvimento de leveduras,
impedindo a obtengdo de colGnias puras. Observaram-se diferencas
significativas para crescimento micelial entre os diferentes meios avaliados, com
maior expansdo das colGnias apés seis dias de crescimento nos meios MIC 7 e
MIC 10 e menor taxa de crescimento nos meios MIC 1, MIC 2, MIC 3 e MIC 4.
Resultados similares foram observados quando foram comparados quatro meios
para o acimulo de massa micelial em meio liquido sem agitag#o, com a inclusgo
de fonte de nitrogénio, 1g/L de NH,Cl. As colénias que se desenvolveram em
meio MIC 10 apresentaram maior massa micelial.

Depois de estabelecido que o melhor meio para isolamento foi o MIC 10,
foram obtidos 15 isolados de Claviceps de sorgo e gramineas forrageiras de
diferentes regides (Tabela 1A). Os isolados foram mantidos em placas e em
tubos de ensaio com meio MIC 10, em temperatura ambiente, e armazenados

para a utilizag#o nas etapas seguintes,



FIGURA 1. A. Fotografias das colonias do principal fungo contaminante
(Aureobasidium pulullans) em meio BDA. B. Colénias de Claviceps -
meio BDA. C - Colénias de Claviceps africana em meio MIC 10. D —
C. maximensis isolado de P. maximum. em meio MIC 10. UFLA,
Lavras, MG, 2006.
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5.2 Caracterizagdo morfolégica in vivo e in vitro de espécies de Claviceps

Para caracterizagéo in vivo, foram comparados as dimensdes ¢ o formato
dos macroconidios presentes no exsudato dos 15 materiais coletados de
paniculas infectadas (Tabela 1A). Foi possivel identificar marcadores
morfolégicos para duas espécies distintas de Claviceps. A espécie isolada do
sorgo tem caracteristicas que permitem identifica-la como C. africana, € as
provenientes das demais gramineas forrageiras, como C. maximensis.

Observou-se uma semelhan¢a quanto ao formato oblongo e as dimensdes
dos macronidios dos materiais que infectavam as duas espécies de sorgo (S.
bicolor e S. verticilliflorum). Os macroconidios apresentaram formato oblongo a
oval (Figura 2A) e dimensdes variando de 10-20 x 5-8 um, com presen¢a de
poucos microconidios (Figura 4B), ¢ alguns macroconidios germinaram para
formar os conidios secundarios. Nas amostras de P. maximum, os macroconidios
apresentaram formato eliptico e dimensdes variando entre 13-20 pm x 4-6 pm
(Figura 2B), e em B. brizantha ¢ B. decumbens, as dimensdes dos macroconidios
ficaram entre 11-19 um x 3-5 pm e seu formato variou de oblongo a levemente
alantéide (Figura 2C, Tabela 2).

Na visualiza¢do da célula conidiogénica de C. africana, em microscopia
de luz, observou-se a formacdo de fidlides sobre a camada de tecido
pseudoestromatico de textura angularis (Figura 3A), o que ficou bem visivel em
MEV (Figura 3B). Entretanto, em ovarios de Brachiaria sp. colonizados pelo
fungo, as células conidiogénicas, também fialidicas, eram formadas cm micélio
livre e ndo em tecido estromatico, como visto em sorgo (Figura 4A)

Nas observagdes in vitro, o isolado CML 442 formou coldnias brancas,
velutinosas, com micélio aéreo e crescimento lento em meio MIC 10. Os

isolados CML 436 ¢ CML 446 de P. maximum de Brachiaria, respectivamente,
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formaram col6nias brancas, com aspecto imido, lisas e achatadas, com pouco

micélio aéreo e crescimento rapido em MIC 10 (Figura 1D).

TABELA 3. Morfologia dos macroconidios, hospedeiros e origem das espécies
de Claviceps. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fungo Macroconidios Hospedeiros  Localidade

C. africana Hialinos, oblongos a S. bicolor Brasil
ovais, 10-20 x 5-8 pm S. verticiliflorum

C. maximensis Hialinos, elipticos, P. maximum Brasil
13-20 x 4-6 pm

C. maximensis Hialinos, oblongos a B. brizantha Brasil
levemente alantéides B. decumbens
11-19 x 3-5 um

C. africana* Hialinos, oblongos a S. bicolor Zimbabue
ovais,
9-17 x 5-8 pym

C. maximensis**  Hialino, eliptico, P. maximum Porto Rico

10-30 x 3,5-11 um

* Frederickson et al., 1991
** Theis, 1952
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FIGURA 2. A-C - Fotomicrografias de macroconidios de Claviceps. A — C.
africana. B ¢ C — C. maximensis. D-E. Eletrofotomicrografias de
macroconidios de Claviceps. D — C. africana, E — C. maximensis.
Barra = 5 pm. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 3. A - Fotomicrografias de fidlides (setas) de Claviceps africana em
ovérios de sorgo (Barra = 5 um). B Eletrofotomicrografias de um
grupo de fidlides, com macroconidios C. africana, formando

estroma no ovario de sorgo (Barra = 5 um). UFLA, Lavras, MG,
2006.
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FIGURA 4. A — Eletrofotomicrografias do conidioforo e célula conidiogénica
produzindo macroconidio de C. maximensis em ovério de
Brachiaria decumbens (Barra = 5 um). B — Eletrofotomicrografias
de um microconidio de C. africana, em meio de cultura (Barra =
1pm). UFLA, Lavras, MG, 2006.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, a caracterizagdo in vitro da fase anamoérfica (Sphacelia)
tornou-se bastante laboriosa visto a constante presen¢a de fungos sapréfitas no
exsudato produzido pela doenga. O isolamento, utilizando as metodologias
tradicionalmente descritas para o fungo, nao foi bem sucedido. Nas tentativas de
isolamento usando os meios Kirchhoff (Kirchhoff, 1929 apud Tudzynski et al.,
1995) e T2 (Pazoutova et al., 2000), observou-se uma baixa germinagfio dos
macroconidios, provavelmente devido a alta quantidade de sacarose na
composi¢do do meio. Assim, a tentativa de desenvolver um meio de cultura para
obter culturas puras de material procedentes do campo teve como principio a
eliminagfo dos contaminantes.

No género Claviceps, a caracterizago da fase teleomoérfica € um critério
taxondmico de suma importincia usado para separar as espécies ¢ depende da
formagdo de esclerécios. Entretanto, existem dificuldades préticas na observagdo
do teleomorfo, pois a formagdo desta estrutura ¢ freqtientemente comprometida
pela presenca de fungos sapréfitas (Sangitrao & Bade, 1979), depende de
condi¢des climéticas especificas (Luttrell, 1977) e demora significativa na
germinagdo dos esclerdcios (Loveless, 1964). Em condigdes de laboratério, C.
sulcata demorou cerca de seis meses para iniciar a germinagdo, enquanto outras
espécies podem exigir um periodo de dorméncia de até nove meses (Loveless,
1964).

No Brasil, especula-se que a ndo formagao de esclerécios em sorgo pode
estar associada a fatores climéticos e 4 co-evolugZo com as espécies hospedeiras
(Pazoutova, 2003), porém hé caréncia de estudos que esclaregam a relevéncia da
formag#io da fase teleomédrfica no Brasil. No Rio Grande do Sul, foram
realizados testes de germinagdo de amostras de inflorescéncias contendo
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estruturas semelhantes aos esclerécios coletados em lavouras de produgiio de
sorgo, e mesmo apds um periodo incubag@io de quatro meses ndo foi possivel
induzir a germinagdo destas estruturas e, conseqiientemente, nio houve a
formagdo do teleomorfo (Reis et al., 2000).

A caracteriza¢do baseada na fase anamorfica (Sphacelia) representa uma
possibilidade de identificagiio correta das espécies. Critérios de tamanho,
formato e hospedeira foram utilizados por Loveless (1964) na comparaggo dos
macroconidios presentes no exsudato de 34 espécies da familia Poaceae, e
constatou-se que ocorre grande variagdo morfoldgica dos macroconidios em
funcdo das espécies hospedeiras. As diferengas morfolégicas aqui observadas in
vivo entre as gramineas estudadas, tanto na visualizagio em microscopia otica
quanto em MEV, permitiram uma separagdo clara entre as espécies de Claviceps
que ocorrem em P. maximum, Brachiaria spp. e Sorghum spp., mas nota-se uma
pequena margem de variagdo morfolégica dentro da mesma espécie quando
procedente de diferentes regides (Theis, 1952; Frederickson et al. 199];
Velaquez-Valle et al., 1998; Komolong et al., 2002; Alderman et al., 2004).
Assim, a separagdo em grupos dentro de subfamilias e tribos sugerida por
Loveless (1964) deixa de ser prética na medida em que as condig¢des climdticas,
as caracteristicas do genétipo e as condi¢fes de cultivo de plantas hospedeiras
podem influenciar os caracteres morfolégicos.

Pazoutova et al. (2000) relataram, como uma estratégia eficiente para
reduzir a contamina¢o nos isolamentos, a obten¢#o do exsudato por meio de
uma reinoculagdo em condigSes controladas, a partir de material coletado em
campo. O procedimento de inoculag8io nas inflorescéncias ocorre na fase de
antese, cerca de 60 dias apés o plantio. Para tanto, é necessdrio manter plantas
de sorgo em casa de vegetagdo, 0 que, em alguns casos, nfo é uma préitica
vidvel, dependendo da quantidade de isolados e da época de coleta do material
no campo. Esta estratégia tem sido utilizada com freqiiéncia em outros trabalhos,
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principalmente nos estudos de biologia molecular, em que é imprescindivel o
uso de culturas puras para a extragio de DNA (Tooley et al., 2000; Tooley et al.,
2001; Tooley et al., 2002; Bhuiyan et al., 2003).

O contaminante que ocorreu com maior freqiiéncia nos isolamentos foi
A. pullulans. Este fungo leveduriforme sobrevive na superficie de folhas e frutos
vivos. Sua ampla exploragio comercial se deve & produgdo de pululana, um
polimero de glicose (-1,4-glucana) utilizado na produggo de filme de cobertura
para a inddstria de alimentos (Deacon, 1997). Além disso, estudos confirmaram
seu potencial como agente de controle biolégico de doengas de pés-colheita
(Schena et al., 1999; Ippolito & Nigro, 2000; Castoria et al., 2001; Schena et al.,
2003). In vitro, o isolado LS-30 de A. pullulans teve atividade antagonista
significativa contra os seguintes fungos: Botrytis cinerea Pers, Penicillium
expansum Link, Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. e Aspergillus niger Tiegh
em uvas de mesa. O principal mecanismo desta agdo antagonista foi a
competi¢do por nutriente (Castoria et al., 2001). Isolados endofiticos de 4.
pullulans, obtidos de cereja, foram eficientes no controle de podriddes pés-
colheita de cereja (B. cinerea) e podridoes em frutos de uva Italia (Monilinia
lxa Aderh. & Ruhland) Honey (Schena et al., 2003).

Outros fungos presentes na mela j& foram testados como agentes de
controle biolégico por apresentarem alteragdes no desenvolvimento de C.
africana. Epicoccum nigrum Link e Penicillium citrinum Sopp inibiram a
germinagdo in vitro dos macroconidios, € em casa de vegetagdo reduziram
significativamente a severidade da doenga (Bhuiyan et al., 2003). Os dois
géneros mais comuns associados a mela do sorgo sdo Fusarium e Epicoccum
(=Cerebella), que j& foram relatados como micoparasitas de Claviceps spp.
(Mower et al. 1975a; Sangitrao & Bade, 1979; Bandyupadhyay et al., 1998).

Bogo et al. (2004) relataram que a formagdo do conidio secundério
ocorre em fungfio da baixa concentragdo de aglicares que atuavam como
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inibidores. Nos mecanismos de formagdo da mela, elucidados por Mower &
Hancock (1975a), foram observadas as transformagdes bioquimicas e biofisicas
deste processo. A sacarose, carreada para o ovério, é convertida pelo fungo em
monossacarideos por meio de duas enzimas (B-D-fructofuranosidase e B-D-
trans-fructofuranosidase). O fungo utiliza a glicose como fonte de alimento e a
frutose ¢ eliminada em forma de dissacarideos (fructosil-manitol) ou
trissacarrideos  (difructosil-manitol). Uma alta concentragdo  destes
oligossacarideos diminui o potencial de 4gua, secando o exsudato. Observou-se
uma alta concentragiio de sacarose na composi¢dio do meio Kirchhoff (200g/L) e
no meio T2 (100g/L). Assim, a sacarose parece favorecer no inicio da
germinagdo dos macroconidios; porém, apés a formagfo das primeiras hifas
cessa o crecimento e n#o ocorre o desenvolvimento da colénia. A menor
concentragdo de sacarose no meio MIC 10 (20g/L) viabilizou tanto a germinac¢io
dos macroconidios quanto o crescimento da col6nia, conforme demostrado por
Bogo et al. (2004).
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7 CONCLUSOES

LY

1. Os fungos associados & mela do sorgo interferem substancialmente no

isolamento da fase anamérfica (Sphacelia) de Claviceps.

2. Os fungos filamentosos presentes no exsudato sdo potencialmente agentes de
controle da doenga, visto a inibigdo da germinagéio dos conidios de Claviceps em
meio de cultura.

2. Foi estabelecida uma metodologia para o isolamento de Claviceps. O meio de
cultura denominado MIC, associado aos antibi6ticos gentamicina e tetraciclina,
propiciou o crescimento eficiente do fungo em cultura, bem como o controle de

contaminantes.

3. A morfologia dos macroconidios, a presenga de microconidios e as
caracteristicas das coldnias do fungo em meio de cultura da espécie isolada do

sorgo sdo semelhantes as descritas na literatura para C. gfticana, o que sugere

ser a mesma espécie.

4. As espécies isoladas de P. maximum e Brachiaria spp. apresentaram

caracteristicas morfolégicas que as aproximam de C. maximensis.

55



8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALDERMAN, S.C.; HALSE, R.R.; WHITE, J.F. A reevaluation of the host
range and geographical distribution of Claviceps species in the United States.
Plant Disease, v.88, p.63-81, 2004,

BANDYOPADHYAY, R. e tal. Ergot: a new disease threat to sorghum in the
Americas and Australia. Plant Disease, v.82, p.356-367, 1998.

BANDYOPADHYAY, R. et al. Stroma development, honeydew formation, and

conidial production in Claviceps sorghi. Phytopathology, v.80, p.812-818,
1990.

BHUIYAN, S.A. et al. Evaluation of potential biocontrol agents against
Claviceps africana in vitro and in vivo. Plant Pathology, v.52, p.60-67. 2003.

BOGO, A.; MANTLE, P.G.; HARTHMANN, O.E.L. Screening of sweet
sorghum accessions for inhibition f secondary sporulation and saccharide
measurements in honeydew of Claviceps africana. Fitopatologia Brasileira,
Brasilia, v.29, p.86-90, 2004,

CASTORIA, R. et al. Aureobasidium pullulans (LS-30) an antagonist of
postharvest pathogens of fruits: study on its modes of action. Postharvest
Biology and Technology, v.22, p.7-17, 2001.

CHINNADURAI G.; GOVINDASWAMY, C.V.; RAMARKISHNAN, K.
Studies on the effect of stigmatic exudates os sorghum on the parasitism of
Sphacelia sorghi McRae. Phytopathology Z, v.69, p.56-63, 1970.

DEACON, J.W. Modern mycology. 3™ed. UK. Blackwell Science, 1997.

56



FREDERICKSON, D.E.;, MANTLE, P.G. The path of infection of sorghum by
Claviceps sorghi. Physiologycal and Molecular Plant Pathology, v.33, p.221-
234, 1988.

FREDERICKSON, D.E.; MANTLE P.G.; MILLIANO, W.A.J. de. Secondary
conidiation of Sphacelia sorghi on sorghum, a novel factor in the epidemiology
of ergot disease. Mycological Research, v.93, p.497-502, 1989.

FREDERICKSON, D.E.; MANTLE, P.G.; MILLIANO, W.A J. de. Claviceps
africana sp. nov., the distinctive ergot pathogen of sorghum in Africa.
Mycological Research, v.95, p.1101-1107, 1991.

GONZALEZ, HH.L., MARTINEZ, E.J.; RESNIK, S.L. Fungi associated with
sorghum grain from Argentina. Mycopathologia, v.139, p.35-41, 1997.

IPPOLITO, A., NIGRO, F. Impact of preharvest application of biological
control agents on postharvest diseases of fresh fruits and vegetables. Crop
Protection, v.19, p.715-723, 2000.

KOMOLONG, B. et al. Identity and genetic diversity of the sorghum ergot
pathogen in Australia. Australian Journal Agricultural Reseaerch v.53,
p.621-628, 2002.

KULKARNI, B.G.P., SESHADRI, V.S.; HEGDE, R.K. The perfect stage of
Sphacelia sorghi McRae. Mysore Journal Agricultural Science, v.1, p-286-
289, 1976.

LOVELESS, A.R. Use of the honeydew state in the identification of ergot
species. Transactions of the Britsh Mycological Society, v.47, p.205-213,
1964

LUTTRELL, E.S. The disease cycle and fungus-host relations in Dallisgrass
ergot. Phytopathology, v.67, p.1461-1468, 1977.

57



MANTLE, P.G. Production of ergot alkaloids in vitro by Sphacelia sorghi.
Journal of General Microbiology, v.75, p.275-281, 1973.

MCLAREN, N.W.; FLETT, B.C. Use of weather variables to quantify sorghum
ergot potencial in South Africa. Plant Disease, v.82, p.26-29, 1998.

MCLAREN, N.W.; WEHNER, A. Relationship between climatic variables
during early flowering of sorghum and the incidence of sugary disease caused by
Sphacelia sorghi. Journal Phytopathology, v.130, p.82-88, 1990.

MOWER, R.L.; HANCOCK, J.G. Mechanism of honeydew formation by
Claviceps species. Canadian Journal of Botany, v.53, p.2826-2834, 1975a.

MOWER, R.L.; HANCOCK, J.G. Sugar composition of ergot honeydews.
Canadian Journal of Botany, v.53, p.2813-2825, 1975b.

PAZOUTOVA, S. The evolutionary strategy of Claviceps. In.: WHITE JR..
(Ed.). Clavicipitalean fungi: evolutionary biology, chemistry, biocontrol, and
cultural impacts. New York: M. Dekker, 2003. p.329-354.

PAZOUTOVA, S. et al. Relations among sorghum ergot isolates from the
Americas, Africa, India, and Australia. Plant Disease, v.84, p.437-442, 2000.

REIS, E. M,; BLUM, M. M. C,; CASA, R. T. Doenga agucarada do sorgo.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.25, n.3, p. 249-490, Sept. 2000.

REIS, E.M.; MANTLE, P.G.; HASSAN, H.A.G. First report in the Americas of
sorghum ergot disease, caused by a pathogen diagnosed as Claviceps africana.
Plant Disease, v.80, p.463, 1996.

RIET-CORREA, F. et al. Intoxica¢o por Claviceps paspali em bovinos no Rio
Grande do Sul. Pesquisa Veteriniria Brasileira, v.3, p.59-65, 1983.

58



RYLEY, M.J. et al. An overview of the biology of sorghum ergot. In.: LESLIE,
J.F. (Ed.). Sorghum and millet diseases. lowa: Iowa State, 2002. p.141-150.

SANGITRAOQ, C.S.; BADE, G.H. Meteorological factors associated with honey
dew development and sclerotial stage in sorghum ergot. Sorghum Newsletter,
v.22, p.107-108, 1979.

SCHENA, L. et al. Genetic diversity and biocontrol activity of Aureobasidium
pullulans isolates against postharvest rots. Postharvest Biology and
Technology, v.17, p.189-199, 1999.

SCHENA, L. et al. Control of postharvest rots of sweet cherries and table
grapes with endophytic isolates of Aureobasidium pullulans. Postharvest
Biology and Technology, v.30, p.209-220, 2003.

THEIS, T. An undescribed species of ergot on Panicum maximum Jacq. Var.
common guinea. Mycologia, v.44, p.789-794, 1952.

TOOLEY, P.W.; GOLEY, E.D.; CARRAS, M. AFLP comparisons among
Claviceps africana isolates from United States, Mexico, Africa, Australia, India
and Japan. Plant Disease, v.86, p.1247-1252, 2002.

TOOLEY, P.W. et al. Characterization of Claviceps species pathogenic on

sorghum by sequence analysis of the B-tubulin gene intron 3 region and EF-1 a
gene intron 4. Mycologia, UK, v.93, n.3, p.541-551, May/ June 2001.

TOOLEY, P.W. et al. Assessment of diversity in Claviceps af-icana and other
Claviceps species by RAM and AFLP analyses. Phytopathology, Saint Paul,
v.90, n.10, p.1126-1130, Out. 2000.

TSUKIBOSHI, T.; SHIMANUK]I, T.; UEMATSU, T. Claviceps sorghicola sp.
nov., a destructive ergot pathogen of sorghum in Japan. Mycological Research.
v.103, p.1403-1408, 1999.

59



TUDZYNSK]I, P.; TENBERGE, K.B. Molecular aspects of host-pathogen
interactions and ergot alkaloid biosynthesis in Claviceps. In.: WHITE JR. (Ed.).
Clavicipitalean fungi: evolutionary biology, chemistry, biocontrol, and cultural
impacts. New York: M. Dekker, 2003. p.445-473.

TUDZYNSK], P.; TENBERGE, K.B; OESER, B. Claviceps purpurea. In.:
KOHMOTO, K. (Ed.). Pathogenesis and host specificity in plant diseases:
histopathological, biochemical, genetic and molecular bases. Eukaryotes.
Kidlington, UK: Elsevier Science,1995. v.2, p.161-187.

VELAQUEZ-VALLE, R. Spread of ergot of sorghum (Claviceps africana) in
central Mexico. Plant Disease, v.82, n.4, p.447, Apr. 1998,

60



CAPITULO 3

CARACTERIZACAO MOLECULAR
DE Claviceps spp. EM SORGO E OUTRAS GRAMINEAS
FORRAGEIRAS
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1 RESUMO

CHAVES, Zuleide Martins. Caracterizacio molecular da fase anamérfica
(Sphacelia spp.) de espécies de Claviceps de sorgo e outras gramineas
forrageiras. 2006, p. 61-86, Tese (Doutorado em Agronomia-Fitopatologia),
Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.’

Andlises de seqiléncias de regiGes especificas do genoma, tais como a
regido ITS (internal transcribed spacer) do DNA ribossémico (rDNA), tém sido
usadas para elucidar as relagdes de filogenia e evolugdo do género Claviceps.
Neste sentido, este trabalho teve por objetivo caracterizar isolados de Claviceps,
encontradas em sorgo e outras gramineas forrageiras no Brasil, usando
seqliéncias de nucleotideos da regifo ITS 1 do rDNA. Fragmentos de
aproximadamente 300 pb da regido ITS 1 do rDNA de 15 isolados de Claviceps
(9 de S. bicolor, 1 de S. verticillifiorum, 2 de P. maximum cv Colonifio, 2 de B,
decumbens e 1 de B. brizantha) foram amplificados por PCR usando os primers
ITS1 e ITS2, purificados e seqiienciados. Seqiiéncias de isolados de sorgo
apresentaram cerca de 50 pares de bases a mais que as de isolados de Brachiaria
spp. € P. maximum. Com base em andlise comparativa em banco de dados,
usando o programa BLAST, as seqiléncias de isolados de sorgo possuem 97 a
99% de identidade com C. africana (AF281176) procedente de Nebraska/EUA,
enquanto que as de isolados de P. maximum, B. brizantha cv. Marandu e de B.
decumbens cv. Basilisk compartilham, respectivamente, 97%, 98% e 94% de
identidade com seqtiéncias de C. maximensis. A arvore filogenética gerada no
programa PAUP 4.0b usando o critério de méxima parciménia agrupou os
isolados de Claviceps em dois grupos distintos, onde os isolados obtidos de P.
maximum e Brachiaria spp. agruparam com isolados de C. maximensis
procedentes da América do Sul, e todos os isolados de sorgo agruparam
consistentemente com os isolados de C. agfricana de outras regides do mundo.
Com base nestas evidéncias, os isolados estudados pertencem a duas espécies
distintas e foram identificados como C. africana (isolados de Sorghum) e como
C. maximensis (isolados de P. maximum e Brachiaria spp.).

% Comité Orientador: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Orientador), Carlos R.
Casela— EMBRAPA Milho e Sorgo (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

CHAVES, Zuleide Martins. Molecular characterizaton of species of Clavicegs
from sorghum and other forage grasses. 2006, p. 61-86, Thesis (Dogtorate in
Agronomy-Phytopathology), Federal University of Lavras, Lavras MG.

Sequence analyses from genomic specific regions, such as internal
transcribed spacer (ITS) regions of rDNA, have been used to elucidate the
phylogenic and evolutionary relationships of the genus Claviceps. Thus, the
objective of this work was to perform the molecular characterization of isolates
of Claviceps, obtained from sorghum and other forage grasses in Brazil, by
using sequencing the region ITS 1 of the ribossomic DNA (rDNA). Twenty
isolates of Claviceps were studied, isolated from S. bicolor, S. verticilliflorum,
P. maximum cv. Colonido, B. decumbens and B. brizantha. Fragments of about
300 pb were PCR-amplified using primers ITS1 and ITS2, purified and
sequenced. Sequences from sorghum isolates are about 50 bp more in length
than those from Brachiaria spp and Panicum maximum. Based on comparative
analysis with sequences deposited in the GenBank database using the software
BLAST, sequences from sorghum isolates share 97 to 99% of sequence identity
with C. africana (AF281176) originated from Nebraska/EUA, whereas
sequences from P. maximum, B. brizantha cv. Marandu and B. decumbens cv.
Basilisk isolates share 97%, 98% and 94% of sequence identity, respectively,
with C. maximensis. A phylogenetic tree generated in PAUP 4.0b10 software
using maxima parsimony criteria divided our isolates in two major groups.
Isolates from Brachiaria spp and Panicum maximum comprise the one cluster
grouping together with C. maximensis species originated from South America,
while all sorghum isolates make up a cluster together with C. africana from
other regions of the world. These results provided evidences of the existence of
distinct species of Claviceps on the plants investigated, which were identified as
C. africana for sorghum and C. maximensis for Brachiaria spp and Panicum
maximum isolates.

® Guidance Committee: Ludwig H. Pfenning - UFLA (Adviser), Carlos R.
Casela - EMBRAPA Milho e Sorgo (Co-Adviser)
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3 INTRODUCAO

As relagdes de filogenia e evoluggo do género Claviceps ainda nio foram
totalmente elucidadas, em especial entre as espécies que ocorrem em Sorgo e em
gramineas (Pazoutovi et al., 2000; Pazoutova, 2001; Pazoutova, 2003).

Recentemente, a andlise de seqiiéncias especificas do DNA, tais como a
regido do intron 3 do gene da B-tubulina e do intron 4 do gene EF-la,
permitiram observar diferengas significativas entre os isolados de Claviceps
provenientes das mais diversas regides do mundo (Tooley et al., 2001). Em
comparagbes de seqiiéncias de regides especificas do rDNA foi observada a
existéncia de trés espécies de Claviceps em sorgo, C. africana, C. sorghi e C.
sorghicola (Pazoutova, 2001).

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA é uma das mais
utilizadas nos estudos de evolugfo, sistemética e para o desenvolvimento de
ferramentas para o diagnéstico molecular de patégenos de importincia agricola e
na ecologia de fungos (Bruns et al., 1991; Bowman et al.,, 1992; Gardes &
Bruns, 1993; Swann & Taylor, 1993; Sreenivasaprasad et al., 1996). Esta regito
consiste de trés genes principais que codificam as subunidades ribossomais: a
maior (LSU - large subunit), a menor (SSU - small subunit) e a 5,8 S. Estes
genes sdo separados por espagadores denominados ITS e os grupos de genes
completos se repetem em tandem ao longo do cromossomo. Os grupos de genes
ribossomais s3o separados por seqfiéncias espagadoras intergénicas (IGS —
Intergenic Spacers) (Figura 1). Os genes sfio considerados regides conservadas e
as regides espagadoras, polimdrficas, Tais caracteristicas viabilizaram o
desenvolvimento de sondas e primers, os quais amplificam regides especificas

com uma margem maior de confianga (Brigde, 2002).



A compreensdo das relagdes evoluciondrias entre as espécies de
Claviceps, bem como a sua distribui¢do nas diferentes hospedeiras, serve de
suporte para a correta identificagdo do patégeno e o conseqiiente
estabelecimento das relagdes entre espécies isoladas no Brasil e aquelas das
demais regides do mundo, além de inferir sobre as proviveis fontes da
introducdo deste patégeno no Brasil. Diante desta questdio, o presente trabalho
teve como principal objetivo realizar a caracterizagio molecular de Claviceps
spp., isolada de sorgo e de outras gramineas forrageiras, no Brasil, por meio do
seqiienciamento da regido ITS do DNA ribossémico (rDNA).

ITS
(Espagadores Internos IGS
T it
IGS ranscritos) (Espagadores Intergénicos)

(Espagadores Intergénicos) j X

Subunidade Subunidade
menor maior

FIGURA 1. Representagéio esquematica da organizagiio do DNA ribossomal
(rDNA). UFLA, Lavras, MG, 2006.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica dos Solos e no Laboratério de Biologia Aplicada da EMBRAPA
Milho e Sorgo de Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil.

4.1 Isolamento e cultivo dos isolados

Foram utilizados 15 isolados, sendo nove provenientes de S. bicolor, um
de S. verticilliflorum, dois de P. maximum cv. Colonio, dois de B. decumbens e
um de B. brizantha (Tabela 1A). As culturas puras dos isolados foram cultivadas
em meio liquido para obtengdo de biomassa. Como o meio MIC 10 foi o que
proporcionou methor crescimento das colénias, ele foi utilizado como meio
liquido, ou seja, sem a adigio de dgar na sua composigdo. Fragmentos das
colonias foram colocados em frascos de 250 mL com o meio de cultura MIC 10
e incubados a 25 °C, sem agitac8o, por 10 dias. Apés este periodo, as coldnias

foram filtradas em gaze esterilizada para remover o excesso de meio liquido.

4.2 Extraciio de DNA

O DNA de micélio fresco do fungo foi extraido usando o método fenol-
cloroférmio descrito por Lee & Taylor (1990), modificado por Pazoutovi
(2000). O micélio foi macerado em nitrogénio liquido, colocado em microtubos

de 1500 pL e a ele adicionados 400 pL de tampdo de extragio (50 mM Tris-
HCl, 50 mM EDTA, SDS 3%, B-mercaptaetanol 1%, pH 7,2), o qual foi

incubado por 1 hora a 65 °C. Os microtubos foram centrifugados por 2 minutos a
16.000g. O sobrenadante foi recuperado e transferido para outro microtubo, ao

qual foram adicionados 400 pL de cloroférmio/fenol (1v:1v), sendo a mistura

homogeneizada por 5 minutos e centrifugada por 10 minutos a 8200g. A fase
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aquosa foi transferida para oufro microtubo, ao qual foram, posteriormente,
adicionados 400 pL de cloroférmio e o material, centrifugado por 10 minutos a
8200g. A etapa de adig3o de clorofémio foi repetida trés vezes para retirar o
excesso de polissacarideos. Novamente, a fase aquosa foi transferida para outro
microtubo, ao qual foram adicionados 400 pL de isopropanol; em seguida, o
material foi armazenado a -20°C por no minimo 1 hora. Apés este periodo, os
microtubos foram centrifugados por 20 minutos a 16.000 x g e o “pellet”, lavado
com etanol 70%, seco em centrifuga a vacuo por 5 minutos e ressuspendido em
100 pL de tamp&o TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8).

A concentragio do DNA foi estimada por comparagdo com DNA A em

gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio.

4.3 Amplificacfio da regidio ITS 1 por PCR

A regido ITS 1 do rDNA, de aproximadamente 300 pb, foi amplificada
usando os primers ITS1 e ITS2 (Figura 2) (White et al., 1990). As rea¢des de
PCR foram realizadas em termociclador modelo MJ Research PTC-200 (Peltier
Thermal Cycle) programado para uma desnaturacdo inicial de 1 min a 94 °C,
seguido de 40 ciclos de amplificagéo (1°- 94 °C, 1’- 50 °C, 1°30”’- 72 °C) e uma
extensdo final a 72 °C por 7 min. Cada 25 pL de reag#o continha tamp@o de PCR
1X; 1,5 mM de MgCl,; 0,1 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 5
uM de cada primer; 10 ng de DNA e 1 unidade de Tag DNA polimerase

Os produtos de amplificagio foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% imerso em tampao TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA, pH
8,5), corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. As
imagens foram capturadas e estocadas no sistema de fotodocumentagio Eagle
Eye II (Stratagene). Os fragmentos amplificados foram separados do gel e
purificados utilizando o kit de extragio de DNA a partir de gel da Qiagen,
segundo recomendagdes do fabricante.
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FIGURA 2. Representagéio esquemdtica das regides ITS 1 e 2 e da posi¢&io dos
primers usados para amplificar estas regides. UFLA, Lavras, MG,
2006.

4.4 Seqiienciamento e anilise da regiio ITS 1

O seqilenciamento do DNA foi realizado no seqiienciador ABI Prism
3100 (Applied Biosystems Hitachi) utilizando os primers ITS1 e ITS2,
separadamente, e o kit "Big Dye Terminator” v. 3.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA), de acordo com recomendagdes do fabricante. As seqiiéncias de DNA
foram alinhadas usando o Programa CAP EST Assembler (http://bio.ifom-
firc.itYASSEMBLY/assemble.html). As seqiiéncias consenso foram comparadas
com as seqfiéncias depositadas no banco de dados do NCBI — National Center
Jor Biotecnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do
programa Blast N (Altschul et al., 1997) (Tabela 1).

O programa utilizado para calcular a porcentagem de identidade entre as
seqliéncias de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA foi o LALING
(http://xylian.igh.cnrs.fr/bin/lalign-guess.cgi).
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4.5 Anilise filogenética
As seqiléncias de nucleotideos da regifio ITS1 rDNA de Claviceps spp.

disponiveis no banco de dados do NCBI foram utilizadas para comparagdes e na
construcdio das arvores filogenéticas, e Epichlée festucae (AJ488497) foi usado
como outgroup (Tabela 1).

Cada seqiiéncia foi editada manualmente, usando o programa BioEdit
(Hall, 1999), e posteriormente os alinhamentos miultiplos de seqiiéncias
nucleotidicas de espécies de Claviceps foram efetuados usando o programa
Clustal W, versdo 1.82 (Thompson et al., 1994). Depois de alinhadas, as
seqiiéncias de nucleotideos foram corrigidas manualmente no programa BioEdit.

As darvores filogenéticas de méxima parcimdnia foram construidas
usando o pacote PAUP 4.0b10, por meio de buscas heuristicas com os modo
TBR (Tree Bisecttion Reconection) e MULTREES selecionados. Nas buscas
heuristicas, os gaps foram tratados como quinto caractere (newstate). Nas
analises de bootstrap foram utilizadas 1000 repetigdes (Swofford, 2003).

69



TABELA 1. Espécies de Claviceps utilizadas nas anilises filogenéticas e
respectivos acessos no NCBI. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Espécies Hospedeira Origem N° de acesso

no GenBank
C. africana - Bolivia AJ011590
C. africana Strain T10 Austrélia AJ011783
C. africana S. bicolor Nebraska, EUA. AF281176
C. africana - india . Al011784
C. fusiformis Pennisetum sp - AJ133392
C. maximensis Brachiaria sp Campo Grande, Brasil. AJ133403
C. maximensisPM  P. maximum Chaco, Paraguai AJ133396
C. sorghi S. bicolor india AJ306621
C. sorghicola Sorghum bicolor Japéo AJ011591
C. sorghicola Sorghum bicolor Kanto, Japdo AJ133397
Claviceps sp. SG Setaria geniculata Passo Fundo, Brasil AJ133402
Epichloé festucae.  Festuca ampla Espanha AJ488497
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo das seqiiéncias da regido ITS e andlise filogenética

A amplificagdo da regido ITS 1 do rDNA, utilizando os primers ITS 1 e
ITS 2, resultou em bandas de tamanho variado. Para os isolados de sorgo, 0s
fragmentos foram de aproximadamente 250 pares de bases (pb), e para os
isolados de Brachiaria e P. maximum, de cerca de 214 pb (Figura 3).

Na comparagdo entre as seqiiéncias consenso obtidas neste estudo
comparadas e as seqiiéncias depositadas no GenBank, verificou-se que os nove
isolados de S. bicolor e um isolado de S. verticiliflorum resultaram em 97 a 99 %
de identidade com C. africana (AF281176) procedente de Nebraska, EUA. Nos
isolados de P. maximum, B. brizantha cv. Marandu e de B. decumbens cv.
Basilisk, as porcentagens de identidade com C. maximensis Theis (AJ133396)
proveniente de Chaco, no Paraguai, foram de 97, 98 e 94 %, respectivamente.

No alinhamento das seqiléncias de nucleotideos, foi observada
variabilidade nas seqiiéncias de bases entre os isolados. Foi constatada, nos
isolados identificados como C. maximensis, uma lacuna nas seqiléncias de
nucleotideos, entre os nucleotideos 75 e 151, em comparagdo com C. africana.
Jé nos isolados de C. sorghicola observou-se uma insercdo de 10 a 20
nucleotideos quando comparado com a seqiiéncia dos isolados de C. africana.

O alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos, pelo programa LALING,
revelou uma alta porcentagem de identidade, variando de 98 a 100 % entre os
isolados de C. africana de sorgo. O isolados CML 438 de Sete Lagoas e CML
435 de Lavras, ambos de S. bicolor, apresentaram 98,8 % de identidade. Os
isolados CML 437 de S. verticilliflorum e CML 438, ambos de Sete Lagoas, mas
de espécies diferentes, apresentaram 99,2 % de identidade entre si. Os isolados
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do Brasil apresentaram alta porcentagem de identidade com C. africana dos
Estados Unidos e da Bolivia, entre 98 % e 99,1 %, respectivamente (Tabela 2).

Entre os isolados das gramineas forrageiras, os resultados foram
semelhantes. O isolado CML 436, obtido de P. maximum, de Sete Lagoas, ¢ o
isolado CML 448, de Montes Claros, apresentaram 96,7 % de identidade entre
si. O isolado CML 446, obtido de Brachiaria, de Uberlandia, apresentou 98,6 %
e 98,1 % de identidade, respectivamente, com os isolados CML 444, obtido de
B. decumbens, e CML 445, obtido de B. brizantha, ambos de Sete Lagoas.
Mesmo colonizando hospedeiros diferentes, os isolados CML 436 e CML 446
tiveram 97,7 % de identidade entre si. Entre os isolados CML 446 e CML 448, a
porcentagem de identidade foi de 98,6 % (Tabela 2).

O isolado CML 435 de sorgo, coletado no Brasil, quando comparado
com o isolado de C. sorghicola, proveniente do Japdo, apresentou a mais baixa
porcentagem de identidade (80,3 %) (Tabela 2). Portanto, esses isolados, embora
colonizem o mesmo hospedeiro (sorgo), parecem pertencer a espécies diferentes,
o que foi confirmado pelas caracteristicas morfoldgicas do teleomorfo, do
anamorfo e da sintomatologia da doenca.

Os resultados da andlise de maxima parcimdnia mostraram uma clara
separagdo entre os isolados de Claviceps de sorgo e das gramineas forrageiras,
formando dois grupos distintos (Figura 4).

A éarvore de maxima parciménia dos isolados de Claviceps em sorgo
apresentou trés agrupamentos: o grupo de C. sorghicola, o grupo de C.
maximensis e o grupo de C. africana. O primeiro grupo contém apenas o isolado
de C. sorghicola proveniente do Japdo. No segundo grupo estdo os isolados de
C. maximensis. Neste grupo, trés espécies da América do Sul, anamorfas de
Claviceps sp. SG (de Setaria geniculata de Passo Fundo, Brasil), C. maximensis
PM (de P. maximum do Chaco, Paraguai) e C. maximensis (de Brachiaria sp. de
Campo Grande, Brasil), agruparam-se com as espécies de Claviceps isoladas P.
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maximum (CML 436 ¢ CML 448) e os isolados provenientes de B. decumbens
cv. Basilisk (CML 444), B. brizantha cv. Marandu (CML 445) e B. decumbens
(CML 446).

Todos os isolados de C. africana foram agrupados no terceiro grupo.
Todos os isolados de C. africana obtidos de sorgo agruparam-se
consistentemente com os isolados de C. afficana de outras regides do mundo.
Entre os isolados do Brasil, nio foi detectada nenhuma variagdo genética quando
comparadas sequéncias da regido ITS 1 do rDNA. Estes isolados agruparam-se
com um apoio de 100 % na anélise de bootstrap. Claviceps fusiformis ficou
separado, juntamente com C. sorghi, proveniente da India.

Na arvore de méxima parciménia, gerada apenas com isolados de C.
maximensis, observou-se a formagdo de dois grupos. Um grupo com os isolados
de Brachiaria (CML 444, CML 445 e CML 446) e outro grupo com os isolados
de P. maximum (CML 436 e CML 448) (Figura 5). Entretanto, eles ndo se
agruparam quanto a origem geografica.

Nio foi observada correlagdio entre a origem geogréfica e os hospedeiros
dos isolados do Brasil, tanto no padrio de bandas (Figura 3) quanto no

alinhamento e na arvore de méxima parciménia (Figura 4).
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FIGURA 3. Eletroforese em gel de agarose da regido ITS do rDNA amplificada
por PCR dos isolados de Claviceps de sorgo, P. maximum e
Brachiaria. M: marcador 1kb ladder (Os nimeros de 1 a 15
referem-se aos isolados listados na Tabela 1A). UFLA, Lavras, MG,
2006.
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TABELA 2. Comparaggo das seqiiéncias da regido ITS 1 do rDNA de Claviceps
entre as espécies estudadas e de espécies depositadas no NCBI.

UFLA, Lavras, MG, 2006.

Seqiiéncia 1

Seqiiéncia 2

Identidade (%)

CML 437 - C. africana
CML 435 - C. africana
CML 435 - C. africana
CML 446 - C. maximensis
CML 446 - C. maximensis
CML 446 - C. maximensis
CML 435 - C. africana
CML 436 - C. maximensis
CML 436 - C. maximensis
CML 436 - C. maximensis
CML 436 - C. maximensis
Claviceps africana (EUA)
Claviceps africana (EUA)
CML 435 - C. africana
CML 435 - C. africana
CML 436 - C. maximensis
CML 435 - C. africana

CML 438 - C. africana

Claviceps africana (Bolivia)

CML 438 - C. maximensis
CML 444 - C. maximensis
CML 448 - C. maximensis
CML 445 - C. maximensis
Claviceps africana (EUA)
CML 446 - C. maximensis
CML 448 - C. maximensis
Claviceps maximensis
Claviceps SG

Claviceps sorghi
Claviceps sorghicola
Claviceps fusiformis
Claviceps sorghicola
Claviceps africana (EUA)
CML 436 - C. maximensis

99,2
99,1
98,8
98,6
98,6
98,1
98,0
97,7
96,7
93,3
90,4
88,1
85,1
80,8
80,3
72,5
72,0
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CML 435 - C. africana
CML 449 - C. africana
oL a7 - C. aticana Filograma de MP de ITS1
-~ C. gfricana
61 |CML 442 - C. gfvicana 260 caracteres
CML 441 - C. africana Comprimento =298
gML 440 - C. africana CI=0,81
ML 439 - C. africana _
100 || CML 438 - C. afficana RI=0,91
CML 437 - C. gfricana
C. africana - Estados Unidos
C. africana - india
C. gfricana - Bolivia
100 C. afvicana - Austrilia
63 CML 448 — C. maximensis
100 CML 436 - C. maximensis
CML 444 — C. maximensis
100 CML 446 - C. maximensis
8 CML 445 - C. maximensis
100 8 C. maximensis BSP — Brasil
C. maximensis PM — Paraguai
100 C. maximensis SG - Brasil
—_l C. sorghicola - Japio
C. sorghicola - Japlo
_._lf C. sorghi ~ india
C. fusiformis

a Epichlée festucae - Espanha

FIGURA 4. Arvore filogenética de méxima parciménia para a regido ITS 1 do
rDNA de espécies de Claviceps, incluindo isolados provenientes de
B. brizantha, B. decumbens, P. maximum, S. bicolor e S.
verticillifiorum O comprimento dos ramos € indicado por escala na
base da éarvore e os valores de bootsirap (1000 repetigdes) sdo
indicados em porcentagem acima dos intemédios. Abreviagdes das
colegdes de culturas: CML= Colegdo Micoldgica de Lavras. UFLA,
Lavras, MG, 2006.
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6 DISCUSSAO

Os estudos de genética de populagdes do patégeno da doenga agucarada
do sorgo e outras gramineas ainda sfio poucos e se concentram em avaliar as
diferencas entre as espécies de regides especificas do mundo (Pazoutova et al.,
2000; Tooley et al. 2002; Komolong et al. 2002).

Algumas técnicas moleculares utilizadas nos estudos de variabilidade
genética dentre e entre espécies de Claviceps em sorgo, como seqiienciamento
de regibes especificas do DNA, andlise de microsatélite e andlise de AFLP,
verificaram uma pequena variagio intra-especifica de C. africana, porém nio o
suficiente para determinar taxa inferiores 3 espécie. Todavia, os resultados foram
consistentes para diferenciagdio ao nivel de espécies (Pazoutova et al., 2000;
Tooley et al., 2001; Komolong et al. 2002).

Os dados obtidos por meio de amplificagdo e seqilenciamento da regido
ITS 1 do rDNA permitiram confirmar a identidade do agente etiologico da
doenga acucarada no Brasil como C. africana. As seqiiéncias depositadas no
banco de dados do NCBI proporcionaram um alinhamento das seqiiéncias
consenso dos isolados de S. bicolor e S. verticilliflorum com identidade variado
de 97 a 99 %, o que representa a variabilidade genética em termos da regisio ITS
para este género. Das outras duas espécies que ocorrem em sorgo, C. sorghi é
considerada endémica na India (Bandyopadhyay et al., 1998), enquanto C.
sorghicola é restrita ao Japdo (Tsukiboshi et al., 1999).

O alto grau de identidade dos isolados do Brasil com os isolados dos
Estados Unidos ap6iam a hipétese de que C. afvicana tenha se disseminado por
todo o continente Americano.

Os isolados provenientes de B. brizantha, B. decumbens e P. maximum
obtiveram uma porcentagem de identidade entre 97 e 99 % com a espécie C.
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maximensis, a qual foi relatada por Theis (1952) ocorrendo em P. maximum var.
Guiné, em Porto Rico. Os espécimes utilizados nas comparagdes, provenientes
de P. maximum do Paraguai, e um isolado de Setaria geniculada, do Brasil,
foram recentemente identificados ao nivel de espécie como C. maximensis
(Pazoutova & Bogo, 2002). A diferenga no tamanho das bandas (Figura 3)
ocorreu, principalmente, em fun¢io de uma diferenca de aproximadamente S0
pb entre as espécies C. africana e C. maximensis. Quando as seqiiéncias foram
alinhadas, nos isolados das gramineas forrageiras foi observado que a regido ITS
1 de C. maximensis, por ser mais curta, formou uma lacuna. As espécies com a
regido ITS 1 mais longa parecem ter preenchido as lacunas com seqiiéncias
inteiramente diferentes. Estas diferengas na regido ITS nas espécies de Claviceps
podem ser resultado de eventos independentes ao longo da evolug@o (Pazoutovd
2001, 2003).

Os relatos da ocorréncia de espécies de Claviceps em P. maximum e em
Brachiaria no Brasil s@io confusos e ndo revelam a correta identidade do
patogeno; alguns foram identificados apenas quanto ao género (Ferreira &
Casela, 1995; Fernandes et al., 1995; Alderman, 2003). Dentre as espécies
relatadas nestas gramineas, a mais comum é C. purpurea; entretanto, as
caracteristicas morfologicas estdo em desacordo com as encontradas nos
isolados aqui estudados e verifica-se uma preferéncia deste patégeno por climas
temperados (Alderman, 2003). Relatos de C. sulcata em B. decimbens geraram
uma grande confusdo quanto i identidade do patégeno. Tendo em vista as
dificuldades de isolar o patégeno, a cultura foi confundida com a de 4.
pullulans, contaminante freqilente nos isolamentos (Fernandes et al., 1995).

Em todos os trabalhos moleculares diferenciando isolados de C. africana
foram utilizados isolados de diferentes regies do mundo, incluindo Africa,
Austrélia, Bolivia, Estados Unidos, india, Japdo, México e Porto Rico (Tooley et
al.,, 2001; Komolong et al., 2002; Pazoutova et al. 2000; Pazoutovd, 2001),
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porém observou-se uma caréncia de isolados do Brasil. Por ser este um pais de
grande extens3o territorial e de variadas condigSes climaticas, é de fundamental
importincia um detalhado conhecimento da biologia de C. afficana,
principalmente no tocante & variabilidade genética de populagdes desta espécie,
para que estas informagGes sejam utilizadas em programas de melhoramento
genético de sorgo visando a resisténcia 4 doenga.

A arvore de méaxima parcimdnia dos isolados de Claviceps em sorgo
apresentou trés agrupamentos: o grupo de C. sorghicola, o grupo de C.
maximensis e o grupo de C. africana. O primeiro grupo foi formado apenas com
os isolados de C. sorghicola provenientes do Japdo; esta espécie foi descrita
recentemente, porém restrita este pais (Tsukiboshi et al., 1999). A morfologia de
C. sorghicola a difere das demais espécies que ocorrem em sorgo,
principalmente pela cor do estroma e ‘pela estrutura do capifulum. Ha diferengas
também com relagdo ao anamorfo, pois os macroconidios sdo menores, mais ou
menos a metade do tamanho dos macroconidios das outras espécies, e foi
relatada a formacgiio de microconidios e conidios secundirios. A analise da
regido ITS 1 do rDNA também foi eficaz em separar C. sorghicola das outras
espécies de Claviceps por possuir um nimero maior de pares de base e diversas
dissimilaridades nas seqiiéncias (Pazoutova, 2001).

O segundo grupo, formado por isolados identificados como C.
maximensis, apresentou a maior diversidade. A caracterizagdo molecular de C.
maximensis ainda permanece confusa (Pazoutova, 2003). Este patégeno foi
relatado em S. geniculata, P. maximum e Brachiaria sp.; entretanto, a auséncia
de marcadores morfol6gicos, principalmente a formagio do teleomorfo, ndo
permitiu estabelecer a sua correta posigéo taxonémica. Recentemente Pazoutové
(2003) sugeriu que os isolados de Brachiaria sp., anteriormente identificados

como C. sulcata, pertengam a C. maximensis.
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Todos os isolados de C. africana foram agrupados no terceiro grupo.
Néo foi observada nenhuma variag3o genética entre os isolados de C. africana
de S. bicolor e S. verticilliflorum, os quais se agruparam com um apoio de 100 %
na andlise de bootstrap. A andlise de seqiiéncias nucleotidicas da regido ITS 1
rDNA nio se mostrou sensivel para separagdo intra-especifica em Claviceps spp.
Altos valores de similaridade foram observados entre isolados de C. afficana na
Austrdlia por meio de anilise de RAF (Radiolabelled Amplified DNA
fingerprint). Dos 110 isolados estudados de C. africana, foi possivel separar os
isolados em dois grupos distintos. O alto nivel de diversidade genética dos
isolados de C. africana na Austrilia foi inesperado, visto que o patdgeno foi
relatado a pouco menos de 10 anos nesta regisio (Komolong et al., 2002). Para
estudos de variabilidade genética de C. africana no Brasil é necessiria uma
amostragem mais representativa das diversas regides do pais em que o sorgo é
cultivado, devendo ser realizados novos estudos empregando técnicas
especificas para o estudo populacional, como o AFLP.

A distribuicdo das espécies de Claviceps em subfamilias de Gramineae é
considerada bastante desigual, o que sugere a possibilidade de n#o ter ocorrido
uma co-evolugdo do fungo com as suas respectivas hospedeiras (Pazoutov4,
2001). Relatos da distribuicdo biogeografica de Claviceps sugeriram a América
do Sul como provavel centro de origem do género, sendo que as primeiras
espécies teriam surgido nos antecessores das gramineas panicdides em um
ambiente de clima Gmido e quente (Langdon, 1954 apud Pazoutov4, 2001). E
importante salientar que algumas espécies de Claviceps, dentre elas C. gigantea,
C. africana, C. sorghi, C. maximensis e C. phalaridis, sio altamente adaptadas a
condi¢des de semi-drido, porém ndo desenvolveram resisténcia a condi¢des de
frio (Pazoutova, 2001).

No Brasil, a caracterizagio de C. africana, bem como da espécie que

ocorre em gramineas forrageiras, foi realizada por meio da morfologia da fase
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assexuada, visto que ainda ndo foi observada a formagdo da fase sexuada.
Provavelmente, esta fase € influenciada por condigdes climaticas especificas que
ndo ocorrem no Brasil. Assim, os resultados observados nesse trabalho foram
importantes para a confirmagiio da etiologia do patégeno do sorgo,
diferenciando-o das espécies que ocorrem em outras gramineas e sua

distribui¢go sob diferentes condiges climaticas.
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CAPITULO 4

PATOGENICIDADE DA FASE ANAMORFICA (Sphacelia spp.) DE
ESPECIES DE Claviceps EM SORGO E OUTRAS GRAMINEAS
FORRAGEIRAS NO BRASIL
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3 INTRODUGAO

Diversas gramineas forrageiras cultivadas no Brasil sdo exéticas e dentre
elas destacam-se espécies de Brachiaria, Paspalum, Pennisetum e Andropogon
(Zimmer & Euclides Filho, 1997).

Espécies do género Claviceps (anamorfo . Sphacelia) mostram
especificidade a gramineas e causam problemas como redugéo na qualidade dos
grios em diversas de importantes culturas como trigo, cevada, centeio, milho,
sorgo e milheto (Willingale et al., 1986), bem como nas forrageiras Cenchrus
ciliares L., C. setiger Vahl, P. maximum e Ischaemum pilosum (Klein ex Willd.)
Wight (Mughogho, 1986). No Brasil, virios s@o os capins sdo afetadas pela da
mela, dentre eles P. maximum, C. ciliares, P. glucum, B. brizantha, B. mutica e
Lolium multiflora Lam (Fernandes et al., 1995; Pinto et al., 1997; Mendes et al.,
1998).

A fase anamérfica Sphacelia € vital para a disseminaggo e epidemiologia
da doenga. Entretanto, diferengas na morfologia e nas dimensdes dos conidios de
Sphacelia ndo sdo suficientes para caracterizar e identificar as diversas espécies
que colonizam estas hospedeiras (Loveless, 1964). Como nas condigdes
brasileiras a formagio e germinagio dos esclerécios ainda permanecem
desconhecidas, é preciso recorrer a outros procedimentos para a caracterizago e
distingdo das espécies envolvidas nos patossistemas do Brasil. Os sintomas da
doenca agucarada do sorgo, em sua fase anamérfica, sdo semelhantes aos que
ocorrem em praticamente todas as gramineas forrageiras.

Testes de inoculag@o cruzada podem ser realizados para verificar a gama
de hospedeiros do patégeno utilizando a fase anamoérfica (Futrell & Webster,
1966; Chinnadurai & Govindaswamy, 1970; Sangitrao & Moghe, 1995;
Bandyopadyay et al., 1998; Tsukiboshi et al., 1999; Muthusubramanian et al.,
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2005). Embora esta fase represente um papel importante no ciclo de vida destes
fungos e na epidemiologia da doenga, os testes ndo sdo conclusivos quanto a
taxonomia do patégeno. Como nem sempre podem ser estabelecidas as devidas
conexdes com a fase teleomérfica (Hodge, 2003) e n3o hi informagdes
suficientes sobre a especificidade, os resultados podem levar a interpretagdes
errbneas quanto 4 identidade do patégeno (Fernandes et al., 1995).

A infecgéio por Sphacelia foi observada em Andropogon cariscosus L
var. Mollicomus, A. annulatus Forssk, Pennisetum alopecuros Nees ex Steud e
Aschaemum pilosum, com posterior formagdo de esclerécios do fungo em P.
alopecuros (Barbara & Mantle, 1980).

Sphacelia sorghi, proveniente de S. verticilliflorum e S. bicolor, foi
eficiente na infecgdo quando realizadas as inoculagdes cruzadas. Porém, ndo se
verificaram sintomas da doenga quando este patégeno foi inoculado em milho,
Cenchrus, capim colonigio (P. maximum cv. Colonifo) ¢ milheto (P. glavcum)
(Ferreira & Casela, 1998).

Sphacelia provenientes de capim colonifo, colonidozinho, Brachiaria
spp., bengo (Brachiaria mutica (Forsk.) Stapf) e milheto ndo foram capazes de
infectar S. bicolor. Entretanto, verificou-se a reprocidade do poder infectivo
entre os isolados de Sphacelia sp de colonigo, colonidozinho e bengo, indicando
tratar-se de uma mesma espécie ou de espécies distintas compativeis, porém
patogeénicas as gramineas estudadas (Ferreira & Casela, 1998).

Recentemente, na India, foi avaliada a susceptibilidade de hospedeiras
alternativas a C. sorghi e a C. africana. As espécies Panicum, Brachiaria
Cenchus, Andropogon, Dichanthium, Chrysopogon, Iseilema, Bothriochloa e
Chloris ndo foram susceptiveis a infecg3io por estas duas espécies de Claviceps.
Entretanto, foi observada a infecgéio por S. verticilliflorum, S halepense, S.

versocolor e P. glaucum (Muthusubramanian et al., 2005).
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Diante destas afirmagdes, este trabalho teve o intuito de esclarecer a
patogenicidade de isolados Claviceps spp. do Brasil provenientes de sorgo e de
diferentes gramineas forrageiras, por meio de ensaios de inoculagdo cruzada.
Além disso, visou verificar as potenciais fontes de in6culo e as possiveis

hospedeiras alternativas de C. africana.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Sistemdtica e
Ecologia de Fungos, em casas de vegetag@io do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), e no laboratério de Resisténcia de
Plantas a Doengas e em casas de vegetagdo da EMBRAPA Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas.

4.1 Coleta dos isolados

Entre os meses de fevereiro de 2003 e julho de 2004, foram coletadas
paniculas de sorgo P. maximum cv Colonido e B. brizantha com sintomas de
doenga agucarada em diferentes regiées do Brasil (Tabela 1). As paniculas foram
secas em temperatura ambiente, etiquetadas com data, local de coleta e
hospedeiro e armazenadas em sacos de papel em geladeira a 4 °C. Essas

paniculas foram utilizadas para a produgao das suspensdes de inéculo.

4.2 Producdo dos indculos

Para a obtengdo dos indculos, as paniculas foram imersas em 500 mL de
dgua esterilizada por dois minutos para a dispersdo dos esporos. A suspensao foi
filtrada em duas camadas de gaze e diluida para uma concentragiio de 10°
conidios/mL (Frederickson et al., 1989).

4.3 Inoculaciio

Por ocasido da antese, a suspensdo foi aplicada nas inflorescéncias de
cada graminea utilizando um pulverizador manual de 1L. As pulverizagdes

foram realizadas por trés dias seguidos. Para evitar a contaminagfo cruzada, as
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paniculas foram protegidas com sacos de papel do inicio da formagido da

inflorescéncia até o momento da inoculagio.

4.4 Plantas testadas

As espécies de gramineas forrageiras testadas foram Andropogon
gayanus, B. brizantha, B. decumbens, Paspalum atratum cv. Pojuca, P.
maximum cv. Mombaga, P. maximuwn cv. Tanzania, P. glaucum cv. BR 1501 e
S. bicolor cultivares BR 001A, BR 001B, BR 700, 0303001, BRS 308, DKB 75
e DKB 599. As sementes de sorgo foram fornecidas pela Embrapa Milho e
Sorgo e as sementes de forrageiras, pela Empresa Naterra Sementes de Ribeirdo
Preto/SP.

Cada espécie foi semeada em recipientes com 20 kg de solo, com cinco
repeticdes para cada hospedeira. Das espécies de sorgo e de milheto foram
plantadas cinco plantas por vaso. As gramineas forrageiras foram plantadas a
lango. Nas condigdes climaticas oferecidas, o sorgo floresceu entre 60 a 70 dias
apoés a germinagdo, o milheto floresceu 70 dias e as gramineas forrageiras

levaram, em média, 120 dias para florescer (Figura 1).

4.5 Local e época

Os experimentos foram realizados em trés locais e épocas distintos. Na
Embrapa Milho e Sorgo — Sete Lagoas, MG, no periodo de novembro de 2003 a
abril de 2004, foram realizadas, em casa de vegetagdo, as inoculagdes de C.
africana nas gramineas forrageiras e nas cultivares sorgo BROOIA, BR 001B e
BR 700. No mesmo local, no periodo de mar¢o a julho de 2004, foram
inoculados, em casa de vegetagdo, C. africana ¢ C. maximensis em P. maximum,
B. brizantha e nas cultivares de sorgo BR 001B, 0303001, BRS 308, DKB 75 e
DKB 599. No Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras — Lavras, MG, foram inoculados C. africana e C. maximensis em P.

glaucum e nas cultivares de sorgo BR 001A, BR 001B e BR 700, em camara de
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crescimento com temperatura de 15°C + 2°C e fotoperiodo 12/12 horas. Para este
teste, as plantas foram mantidas em casa de vegetagdio até o estidio de
emborrachamento. Posteriormente, as paniculas em formag@o foram cobertas
com sacos de papel e os recipientes, transferidos para a cdmara de crescimento;
as panuculas foram mantidas neste local até a fase de antese, quando foram

realizadas as inoculagdes.

4.6 Avaliaciio

Em sorgo, a incidéncia da doenca foi avaliada contando o nimero de
paniculas que apresentavam sintomas da doenga. A avaliagdo foi didria; durante
20 dias foram avaliadas 25 paniculas (cinco por vaso). Nas gramineas
forrageiras foram avaliadas 10 paniculas por vaso, num total de 50 paniculas de
cada espécie. A avaliag3o foi didria, durante 30 dias.

4.7 Reisolamento

Para confirmar a identidade do pat6geno, foram preparadas liminas das
gotas do exsudato in natura. Com uma alga de platina retirou-se um pouco do
exsudato das paniculas infectadas, o qual foi colocado na ladmina com
lactoglicerol e coberto com uma laminula. As ldminas foram observadas em

microscépio de luz. Gotas do exsudato in natura foram plaqueadas em meio
MIC 10 com antibiético e incubadas em temperatura ambiente e foi observado o

crescimento das coldnias por 15 dias, cumprindo-se os postulados de Koch.
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S RESULTADOS

Os resultados da inoculagdo de C. africana em sorgo € em gramineas
forrageiras foram obtidos entre novembro de 2003 e abril de 2004. Todas as
cultivares de sorgo inoculadas com C. africana desenvolveram a doenga. A
produgdo do exsudato, sintoma caracteristico da doenga, foi observada a partir
do sexto dia apds a inoculagdo nos floretes superiores da panicula. Apés o 12°
dia, a panicula ja estava completamente coberta pela mela. Nao foi observada a
formagdo de esclerécios em nenhuma dos cultivares de sorgo. A observagdo
didria seguiu até o 30° dia, quando foi observada a presenga massiva de fungos
saprofitas recobrindo toda a panicula. Nao foram observados sintomas da doenga
em nenhuma das paniculas das gramineas forrageiras, fato que evidencia que a
espécie C. africana ndo causou infecgdo nessas plantas.

A inoculagdo de C. africana em B. decumbens e P. maximum nio levou
a produgdo de sintomas nas plantas. Entretanto, quando as mesmas plantas
foram inoculadas com C. maximensis, os sintomas da doenga se manifestaram.
Todas as cultivares de sorgo testadas tiveram 100% de incidéncia quando
inoculadas com C. africana, porém nio ocorreu infecgiio quando inoculadas com
C. maximensis (Tabela 1).

No teste de patogenicidade realizado em condi¢des controladas em
camara de crescimento, C. maximensis ndo foi capaz de induzir sintomas de
mela nos cultivares de sorgo e P. glaucum. A inoculagio com C. africana
provocou sintomas em plantas de sorgo, mas ndo em P. glaucum (Tabela 2).

Em cdmara de crescimento, com a temperatura média de 15 °C, foi
evidenciada uma redugdo no desenvolvimento das plantas e na formagdo das

paniculas. Conseqiientemente, houve demora na produgdo de pélen nos
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cultivares de sorgo BR 001A e BR 700, o que favoreceu a infecgdo. O exsudato

foi observado no quinto dia apés a infecgdo.

TABELA 1. Incidéncia da mela em plantas de sorgo e gramineas forrageiras
inoculadas com C. afficana e C. maximensis em casa de vegetagio,
no periodo de novembro/2003 a abril/2004, EMBRAPA ~ Sete
Lagoas/MG. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Hospedeiras C. africana  C maximensis® C maximensis ®
B. decuambens - + +
P. maximum + +

S. bicolor BR (001B
S. bicolor 0303001 @
S. bicolor BRS 308
S. bicolor DKB 75

S. bicolor DKB 599

‘): Material proveniente de B. decumbens.

. Material proveniente de P. maximum cv Colonigo.

) hibrido experimental, material da Embrapa Milho e Sorgo

- sem presenga de sintomas da doenga;

+ presenca de sintomas da doenga, produzindo mela 6 dias apés a inoculaggo.

+ 4+ 4+ 4
1]
[ ]

TABELA 2. Incidéncia da mela em plantas de sorgo e gramineas forrageiras
inoculadas com C. africana e C. maximensis em cimara de
crescimento com temperatura de 15 °C, no periodo de agosto a
dezembro de 2004, Lavras/MG. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Hospedeiras C. africana C maximensis™ C maximensis ®
Pennisetum glaucum - - -
Sorgum bicolor BR 001A + - -
S. bicolor BR 001B + - -
S. bicolor BR 700 + - -

¥ Material proveniente de B. decumbens. ®: Material proveniente de P. maximum.
- ndo apresentou sintomas da doenga; + apresentou sintomas da doenga
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6 DISCUSSAO

A variagio de hospedeira é uma das caracteristicas que auxilia no
reconhecimento e na identificagdio das espécies de Claviceps. Das espécies de
Claviceps, a mais conhecida é C. purpure; ha registro de sua ocorréncia em mais
de 400 espécies de plantas hospedeiras, porém todas restritas & subfamilia
Pooideae. Entre suas hospedeiras estdo incluidos de cereais de importancia
econdmica até gramineas forrageiras. Em contrapartida, hd espécies que
parecem estar restritas a uma tnica espécie de hospedeira, como, por exemplo,
C. amamiensis, que é conhecida parasitando somente Digitaria microbachne
Henr. no Japdo (Tanda, 1992).

O clima ¢é outro fator importante na sobrevivéncia das espécies de
Claviceps. Em climas temperados, espécies como C. purpurea, C. paspali e C.
zizanige requerem exposi¢do a baixa temperatura para germinarem. Ji nos
trépicos semi-aridos, as espécies sdo adaptadas a temperaturas mais quentes,
como exemplo o caso de esclerécios de C. fusiformes, que necessitam de
temperaturas entre 20-37°C para germinarem (Prakash et al., 1987).

A distribuigio original de espécies de Claviceps foi severamente afetada
nos Gltimos cem anos devido 4 transferéncia de sementes entre os continentes.
Como exemplo desse fato pode ser verificada a introdugio de P. maximum na
América do Sul, o qual se adaptou rapidamente as condigSes brasileiras
(Parsons, 1972), bem como de outras espécies como as braquidrias, Paspalum e
0 sorgo.

Dentre as espécies de gramineas forrageiras cultivadas no Brasil estio os
géneros Brachiaria, Panicum, Paspalum, Pennisetum e Andropogon, escolhidos
para realizar os testes de patogenicidade da fase anamérfica (Sphacelia) da
espécie de Claviceps aqui isolada de sorgo. Na literatura hé relatos de que

98



Brachiaria é colonizada por C. sulcata, C. hirtella e C. maximensis. J4 em P.
maximum ocorrem trés espécies: C. maximensis, C. balansoides e C. uleana.
(Alderman, 2003; Pazoutova, 2001). No presente estudo foi confirmada apenas a
presenca de C. maximensis em ambas as hospedeiras.

Nos testes para confirmar a patogenicidade de C. africana observou-se
que ndo houve o desenvolvimento de sintomas da doenca em nenhuma das
paniculas das gramineas forrageiras inoculadas com este fungo. Embora C.
africana tenha sido relatado causando infecgdo em milheto (P. glaucum)
(Frederickson & Mantle, 1996), isso nio foi confirmado no nosso experimento,
confirmando os dados do Japao (Tsukiboshi et al., 2001). Entretanto, deve-se
ressaltar que Bandyopadhay et al. (1998) observaram que o desenvolvimento da
doenga € influenciado por fatores climaticos como temperatura e umidade.

As paniculas de sorgo inoculadas com C. africana apresentaram os
primeiros sintomas entre o quinto e o sétimo dia apds inoculagdo. Ao final do
12° dia, 100% das paniculas inoculadas estavam infectadas. Entretanto, nenhuma
das cultivares de sorgo inoculados com C. maximensis apresentou sintomas de
mela. A ndo patogenicidade de C. africana em gramineas forrageiras e de C.
maximensis em sorgo indica a presenga de espécies distintas.

Embora muitas espécies de gramineas forrageiras, especialmente as de
Brachiaria e Panicum, cresgam nas adjacéncias das lavouras de sorgo, os dados
aqui apresentados demostram que elas n#o estéio envolvidas no ciclo de vida do
patdgeno que causa mela do sorgo. Isso leva a crer que também néo servem de
reservatério do fungo nos periodos de auséncia da sua hospedeira. Entretanto,
Pazoutova (2000) discutiu a possibilidade de coinfecgio com consequente
hibridiza¢@o entre espécies selvagens e espécies introduzidas, a exemplo do que
aconteceu com C. sorghi, que ficou restrita 4 India e pode ter sido substituida

por C. africana nos demais continentes.
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Testes de inoculagdio cruzada confirmaram a patogenicidade de C.
africana e C. sorghi em diferentes espécies de sorgo, muitos deles selvagens
(Futrell & Webster, 1966; Chinnadurai & Govindaswamy, 1970; Sangitrao &
Moghe, 1995; Bandyopadyay et al., 1998; Tsukiboshi et al, 1999;
Muthusubramanian et al., 2005). Muthusubramanian et al. (2005) verificaram
que espécies de Panicum, Brachiaria Cenchus, Andropogon, Dichanthium,
Chrysopogon, Iseilema, Bothriochloa e Chloris foram imunes diante da
inoculag@o com C. sorghi e C. africana, porém observaram a incidéncia de mela
em §. verticilliflorum, S. halepense, S. versicolor e P. glaucum, causada pela
infecg@o destes patogenos. Isso reforga a hipétese de que uma das proviveis
fontes de in6culo pode, realmente, estar nas espécies de sorgo selvagem.

Entretanto, para se detectarem os hospedeiros responsdveis pela
transmissdo da doenga de uma estagio de cultivo para outra, sdo necessarios
mais estudos levando em conta a variabilidade de C. afficana e das espécies que

ocorrem em gramineas forrageiras.
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7 CONCLUSOES

1. Nas condi¢Ges em que foram realizadas as inoculagées cruzadas, C. africana
ndo causou sintomas de mela nas seguintes gramineas forrageiras: A. gayanus,
B. brizantha, B. decumbens, Paspalum atratum cv. Pojuca, Panicum maximum

cv. Mombaga, P. maximum cv. Tanzénia e P. glaucum.

2. A espécie de Claviceps que ocorre naturalmente em B. brizantha, B.
decumbens e em P. maximum ndo causou sintomas de mela em sorgo nem em P.

glaucum.

3. A mela do sorgo estd associada a C. africana, porém nas outras gramineas

avaliadas, o agente etiol6gico da doensa foi identificado como C. maximensis.

4. Os dados apresentados indicam que outras gramineas forrageiras ndo

funcionam como reservatério de inéculo da mela do sorgo.
5. As espécies de sorgo selvagem, dentre elas S. verticilliflorum, que crescem

nas adjacéncias das lavouras de sorgo, provavelmente constituem uma

importante fonte de inéculo da mela do sorgo.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos sobre as caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas das espécies
de Claviceps que infectam sorgo e suas relagdes com outras gramineas
forrageiras no Brasil sdo escassos, principalmente se comparados aos realizados
com espécies de outras regides do mundo e com espécies que ocorrem em
potenciais hospedeiras alternativas. Portanto, o principal foco desta pesquisa foi
o desenvolvimento de estudos na tentativa de ampliar os conhecimentos sobre a
biologia deste fungo.

Em um primeiro momento, o controle quimico foi realizado com
sucesso; entretanto, seu papel no manejo da doenga pode ser otimizado quando
associado a outras estratégias, principalmente o desenvolvimento de cultivares
resistentes & doenga. Outro fator limitante esti na auséncia de estudos sobre a
variabilidade genética do patdgeno no Brasil. Neste processo, a caracterizagdo
molecular pode facilitar a verificagio de variabilidade intra-especifica e
contribuir esclarecendo os mecanismos de interagso planta-patégeno.

Embora a fase anamoérfica seja de grande importancia na epidemiologia
da doenga, ela n3o permite a correta identificacdo das espécies de Claviceps,
sendo necessdrio observar a morfologia da fase teleomorfica, a composicdo
bioquimica dos alcal6ides ou a anilise de seqliéncias especificas do DNA
genbmico.

A influéncia da temperatura j4 foi bem esclarecida para C. purpurea, a
qual, embora seja um patgeno cosmopolita, necessita de temperaturas baixas
para estimular a formagdo da fase teleomorfa. Entretanto, h4 outras espécies
melhor adaptadas ao clima tropical. Acredita-se que as espécies de Claviceps,
que ocorrem em Brachiaria e em Panicum, possam ser espécies distintas das
que ocorrem em outras gramineas.
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ANEXOS

ANEXO A

TABELA 1A. Isolados de Claviceps usados neste estudo, com respectivas
hospedeiras e origem geografica.

N° Isolado Espécie Hospedeira Origem geogrifica
1 CML435 C. africana S. bicolor Lavras - MG

2 CML436 C maximensis P. maximumcv Colonido  Sete Lagoas — MG
3 CMLA437 C africana S. verticilliflorum Sete Lagoas — MG
4 CML438 C africana S. bicolor BR0OO1 Sete Lagoas — MG
5 CML439 (. africana S. bicolor Sete Lagoas — MG
6 CML440 C africana S. bicolor BR760 Sete Lagoas — MG
7 CML441 C. gfricana S. bicolor Sete Lagoas — MG
8 CML442 C africana S. bicolor Sete Lagoas — MG
9 CML443 C. gfricana S. bicolor Sete Lagoas — MG
10 CML 444 C. maximensis B. decumbens cv. Basilisk  Sete Lagoas — MG
11 CML 445 C. maximensis B. brizanthacv Marandu  Sete Lagoas — MG
12 CML 446 C maximensis B. decumbens Uberlandia - MG
13 CML 447 C. gfricana S. bicolor Lavras - MG

14 CML448 C maximensis P. maximum cv Colonido  Montes Claros - MG
15 CML 449 C. africana S. bicolor Lavras - MG
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TABELA 2A. Composigio dos meios de cultura.

Meio de cultura

Composigio

MICl

Meio Kirchhoff*

100 g sacarose; 10 g L-asparagina; 0,1 g extrato de
levedura; 0,25 g K2HPO4; 0,25 g MgSO4 7 H20; 0,02 ¢
FeSO4 7 H20; 0,015 g ZnS04 7 H20;0,12g KCl;1gCa
(NO3)2 4 H20; 20g de agar; pH 5,2.

MIC2

MSB

5 g Tween 80; 5 mL K2HPO4 sol. 10%; 2 mL MgSO4 7
H20 sol. 10%; 1 mL NaCl sol. 10%; 2 mL CaCI2 . 2 H20
sol. 1%; 2 mL de solugdo de micronutrientes para NFb; 2
mL de bromotimol sol. 0.5% em 0.2 N de KOH; 4 mL de
FeDTA sol. 1.64% ou 0.4g de FeSO4 7 H20; 4,5 g KOH;
Completar para 1000 mL agua destilada, pH 6.5; 15g de

MIC3

NFb Tween 80

5 g Tween 80; 5 mL K2HPO4 sol. 10%; 2 mL MgS04 7
H20 sol. 10% ;1 mL NaCl sol. 10%; 2 mL CaCl2 2 H20
sol. 1%; 2 mL de solugio de micronutrientes para NFb; 2
mL de bromotimol sol. 0.5% em 0.2 N de KOH; 4 mL de
FeDTA sol. 1.64% ou 0.4g de FeSO4 7 H20; 4,5 g KOH;
15g de agar, pH 6.5

MIC4

NFb Milico

5 g acido mélico; 5 mL K2HPO4 sol. 10%; 2 mL MgS04 7
H20 sol. 10%; 1 mL NaCl sol. 10%; 2 mL CaCl2 2 H20
sol. 1%; 2 mL de solugio de micronutrientes para NFb; 2
mL de bromotimol sol. 0.5% em 0.2 N de KOH; 4 mL de
FeDTA sol. 1.64% ou 0.4g de FeSO4 7 H20; 4,5 g KOH;
15g de Agar, pH 6.5

MIC5

Frutose nutritivo

200 g batata; 20g frutose; 15g de 4gar; pH 6,8-7,0

MICé6

MS com antibidtico

15 g caldo de soja tripcaseina; 3 g peptona bacteriologica;
10 g extrato de malte; 2 g extrato de levedura; 1 mL de
solugdo de micronutrientes; 2 mL de MgSO4 7 H20 sol.
10%; 1 mL de FeDTA sol. 1.64% ou 0.4g de FeSO4 7 H20;
1 g asparagina; 15g de agar; pH 6,8-7,0

MIC7

Manose nutritivo

200 g batata; 20 g manose; 20 g sacarose; 4 mL vitamina; 8
mL solugiio de micronutrientes; 15 g de dgar; pH 6,8-7,0

MICS8

Acido malico

200 g batata; 20 g 4cido mélico; 4 mL vitamina; 8 mL
solugio de micronutrientes; 15 g de agar; pH 6,8-7,0
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MIC9 BDA com
antibidtico

200 g batata; 20g dextrose; 15g de agar; pH 6,8-7,0

MIC10 Sacarose nutritivo

200 g batata; 20 g sacarose; 4 mL vitamina; 8 mL solugfio
de micronutrientes; 15 g de agar; pH 6,8-7,0

Meio T2

(Pazoutova et al.,
2000)

100 g sacarse; 10 g L-asparagina; 0,1 g extrato de lavedura;
0,25 g K2HPO4; 0,25 g MgS0O4 7 H20; 0,02 g FeSO4 7
H20; 0,015 g ZnSO4 7 H20; 0,12 g KCI; 1 g CaNO3)2 4
H20 ; 20g de agar; 1000 mL 4gua destilada, pH 5,2.

* Chinnadurai et al., 1970

Solugiio de Micronutrientes para NFb

0.2 g de Na2MoO4 . 2 H20
0.235 g de MnSO4 H20
0.28 g de H3BO3

0.008 g CuS04. 5 H20
0.024 g de ZnSO4 . 7 H20

Completar para 200 mLI com dgua destilada.

Solugdo de vitaminas
10 mg biotina
20 mg peridoxol

100 mL 4gua destilada esterilizada

Solugio de antibiéticos
0,1 g Gentamicina
0,05 g Tetraciclina

10 mL éagua destilada esterilizada
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