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RESUMO 
 
Camargo Junior, Osnil Alves. Identificação de recombinantes de Glomerella 
cingulata f. sp. phaseoli por meio de marcadores RAPD. 2004.  60 p. 
Dissertação (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) – Universidade 
Federal de Lavras, Lavras, MG.*  
 

A ampla variabilidade genética existente em relação ao patógeno 
Colletotrichum lindemuthianum tem intrigado os pesquisadores. A forma 
sexuada, até o presente momento, não foi detectada na natureza. Dessa maneira, 
o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de marcadores RAPD, a 
capacidade de linhagens do fungo Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (forma 
perfeita ou sexuada de C. lidemuthianum) de formar recombinantes. Foram 
utilizadas as linhagens 40, 42, 20 e setores da linhagem 20 (B1, B2, B3, B4, B5 
e B6). Cruzamentos em todas as combinações possíveis foram realizados em 
placa de Petri com meio de cultura M3. O cruzamento entre as linhagens 42 x B1 
produziu maior quantidade de peritécios, sendo isolados 5 ascos com seus 
respectivos ascósporos. Procedeu-se à extração de DNA dos genitores e dos 
descendentes, realizando-se a análise de RAPD. A partir das 62 bandas 
polimórficas de RAPD obtidas, procedeu-se avaliações de similaridade genética 
pelo método de Sorence e Dice e a análise de agrupamento na forma de 
dendrograma, pelo do método UPGMA. Os resultados evidenciaram que: o 
fungo G. cingulata f. sp. phaseoli é pseudo homotálico; as linhagens 42 e B1 são 
compatíveis em cruzamento, produzindo peritécios férteis e viáveis; os 
marcadores RAPD permitiram identificar recombinantes do cruzamento entre as 
linhagens 42 e B1 de G. cingulata f. sp. phaseoli, tendo os 40 ascósporos 
descendentes apresentado 63% de similaridade genética com o parental 2 
(linhagem 42) e 49% com o parental 1 (linhagem B1). 

 
 

 

 

 

 

 

 

*Comitê Orientador: Profa. Dra. Elaine Aparecida de Souza – UFLA 
(Orientador), Prof. Dr. João Bosco dos Santos – UFLA (Co-orientador). 
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ABSTRACT 
 

Camargo Junior, Osnil Alves. Identification of recombinants of Glomerella 
cingulata f. sp. phaseoli using RAPD markers. Lavras: UFLA, 2004. 60P.  
(Dissertation – Master Program in Genetic and Plant Breeding). * 
 

The wide genetic variability of Colletotrichum lindemuthianum 
pathogen has intrigued researchers since the perfect phase has not been found in 
nature. The aim of this work was to evaluate the ability of Glomerella cingulata 
f. sp. phaseoli (the perfect phase of C. lidemuthianum) in forming recombinants, 
using RAPD markers. Lines 40,42, 20 and the sectors of the line 20 (B1, B2, B3, 
B4, B5 and B6) were crossed in all combinations under M3 culture medium. 
Cross 42 x B1 produced the largest amount of perithecium and five ascus with 
their respective ascospores were isolated. DNA extraction from the genitors and 
descendants were processed for RAPD analysis. 62 polymorphic bands were 
used to estimate genetic similarity by the Sorence and Dice method. The 
clustering analysis and the dendrogram were performed through the UPGMA 
method. Results showed that G. cingulata f. sp. phaseoli is a pseudo homothallic 
fungus. The lines 42 and B1 are cross compatible and produced fertile and viable 
perithecium. The RAPD markers allowed identifying recombinants from the 
cross between lines 42 and B1 and the 40 descending ascospores presented 63% 
of genetic similarity with line 42 and 49% with line B1. 
 
 
1

                                                 
1*Guindace Committee: Profa. Dra. Elaine Aparecida de Souza – UFLA (Major  
 Professor), Prof. Dr. João Bosco dos Santos – UFLA (Co-advisor). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Dentre as doenças que afetam a cultura do feijão, a antracnose, causada 

pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn. ) Scrib., é uma das 

mais importantes, devido aos grandes danos e prejuízos que ela causa. 

Este fungo tem como característica a ocorrência de uma grande 

variabilidade patogênica, o que tem dificultado a obtenção de cultivares de 

feijoeiro com resistência durável à antracnose. 

Os processos responsáveis por esta ampla variabilidade ainda não foram 

perfeitamente entendidos. A possibilidade de a recombinação sexual estar entre 

os mecanismos responsáveis pela variabilidade do patógeno, foi evidenciada 

quando Shear & Wood, em 1913 descreveram seu estado ascógeno. Porém, o 

trabalho suscitou dúvidas, principalmente pela falta de provas em relação à 

patogenicidade. A fase sexuada também foi observada por Kimati & Galli 

(1970), denominando-a de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli. 

Há na literatura estudos genéticos que visaram entender melhor o 

comportamento reprodutivo deste patógeno, podendo-se citar Kimati & Galli 

(1970), Batista e Chaves (1980), Bryson (1990), Mendes-Costa (1996), Mendes-

Costa et al., 2004 (não publicado). Na maioria destes trabalhos, utilizando 

marcadores morfológicos, observaram-se evidências da ocorrência de 

recombinantes de G. cingulata f. sp. phaseoli. No entanto, persistiram dúvidas 

sobre a origem dos descendentes, ou seja, se realmente eram recombinantes. 

Apesar da ocorrência da fase sexuada, esta tem sido pouco explorada em 

estudos genéticos. Portanto, este trabalho visa identificar recombinantes obtidos 

do cruzamento entre linhagens de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli por meio 

de marcadores RAPD, que poderão ser úteis em futuros estudos genéticos e 

moleculares. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Antracnose: agente causal e sintomatologia 

O agente causal da antracnose do feijoeiro é o fungo Colletotrichum 

lindemuthianum, pertencente à classe dos Deuteromicetos, ordem Melanconiales 

e família Melanconiaceae (Briosi & Cavi, 1889, citado por Sutton, 1992). 

Os sintomas da antracnose aparecem em todos os órgãos aéreos da 

planta e raramente nas raízes. O hipocótilo das plântulas é infectado geralmente 

por esporos, provenientes dos cotilédones, trazidos pela lavagem das chuvas. As 

lesões formadas no hipocótilo iniciam-se por pequenas manchas escuras que 

gradualmente se estendem por quase toda a planta, atingindo tamanhos 

consideráveis. Posteriormente, estas lesões tornam-se deprimidas e de coloração 

marrom-escuro. Em função disso, o caule pode enfraquecer-se a ponto de não 

suportar o peso da planta. No pecíolo e no caule, as manchas são geralmente 

ovaladas, deprimidas e de coloração escura, podendo causar queda das folhas e 

tombamento da plântula. Nas folhas, as lesões ocorrem inicialmente na face 

abaxial, ao longo das nervuras, com pequenas manchas de cor pardo-

avermelhado, tornando-se, com o tempo, de cor café-escuro a negra. Essas 

lesões podem também ocorrer no mesófilo, formando manchas de diferentes 

tamanhos e conformações. A maioria das nervuras pode ser atingida quando o 

ataque é muito severo, formando-se manchas necrosadas nos tecidos adjacentes 

(Vieira, 1983; Sartorato, 1988). 
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2.2 O Fungo Glomerella cingulata f. sp. phaseoli 

Na fase assexuada, ou imperfeita, o fungo apresenta micélio septado, 

ramificado e sua coloração, à medida que envelhece, varia de hialina a quase 

negra (Walker, 1969). Os conídios são hialinos, unicelulares, de alongados a 

cilíndricos, eretos, sem ramificação e medem de 40 a 60µm de comprimento, 

apresentando as extremidades redondas ou uma delas pontiagudas. 

Normalmente, medem de 4,4 a 5,3µm de raio e o seu perímetro varia entre 13 a 

22µm. Geralmente apresentam, na parte central, uma área clara semelhante a um 

vacúolo. Um conídio, ao germinar, pode emitir de um a quatro tubos 

germinativos, sendo mais freqüente dois, os quais formam apressórios em seus 

ápices por ocasião da penetração do hospedeiro. Os conídios são produzidos nos 

acérvulos, que são os corpos de frutificação do patógeno. Em condições 

favoráveis à doença, o patógeno esporula abundantemente, formando uma massa 

de conídios de cor rósea. As setas podem, às vezes, ser encontradas mergulhadas 

nos tecidos do hospedeiro e quase sempre estão presentes quando o patógeno é 

cultivado em meio de cultura. Estas setas, que são produzidas entre os 

conidióforos ou nas margens dos acérvulos, são pontiagudas, rígidas, de cor 

castanha e seu comprimento varia de 30 a 100µm (Chaves, 1980).  

Na sua fase perfeita ou sexual, o fungo é classificado na classe dos 

Ascomicetos e na ordem Diaportales, sendo denominado inicialmente como 

Glomerella lindemuthianum Briosi & Cav. Mais recentemente este nome foi 

substituído por Glomerella cingulata (Stonem & V. Scherenk). Nesta fase o 

fungo produz peritécio (corpo de frutificação) mais ou menos arredondado, cujo 

diâmetro varia de 120 a 210µm (na maioria dos casos, 160µm). Os rostros, 

quando presentes, medem de 30 a 80µm. O canal do peritécio é forrado por 

paráfises hialinas e filiformes. A parede do peritécio é inicialmente hialina e, à 

medida que envelhece, torna-se enegrecida a partir do ápice. Os ascos em 

número médio de 30, medem 60 x 6µm, com o comprimento variando de 48 a 
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68µm e são envolvidos por paráfises (filamentos estéreis dos corpos de 

frutificação) filiformes e delicadas, que desaparecem a partir do 270 dia. São de 

dois tipos: alantóides (20 x 6,5µm) e elipsoidais (10 x 4µm). Cada asco contém 

de 1 a 8 ascósporos alantóides ou 8 ascósporos elipsoidais (Bailey & Jeger, 

1992; Roca et al., 2003). 

 

2.3 Variabilidade Patogênica: 

Barrus, em 1911, foi o primeiro a verificar a existência da ampla 

variabilidade patogênica em C. lindemuthianum, observando que cultivares de 

feijoeiro, quando inoculadas com diversos isolados, apresentavam sintomas 

diferenciados, indicando a existência de duas raças diferentes do patógeno, as 

quais foram chamadas de Alfa e Beta. Em 1923, Burkholder identificou outra 

raça, chamando-a de Gama (Sartorato & Rava, 1994). Uma quarta raça foi 

descoberta por Andus e Wade, em 1942, a qual foi denominada de Delta 

(Walker, 1969). Yerkes & Ortiz (1956) também registraram mais três novas 

raças encontradas no México, denominando-as de México I, México II e México 

III. 

Por meio do uso de apenas três cultivares diferenciadoras (Michelite, 

Dark Red Kindney e Perry Morrow) e duas classes de reação (suscetível e 

resistente) podia-se determinar um total de oito raças fisiológicas. Portanto, a 

última raça possível de ser identificada por esse método foi a Brasileiro I, 

identificada no Brasil (Oliveira et al., 1992). 

Rava et al. (1993), estudando a agressividade de isolados da Nicarágua, 

verificaram que os mesmos quebraram a resistência de algumas cultivares 

importantes como a TO, TU, PI 207.262, México 222 e a AB 136, o mesmo foi 

observado por Boloños (1984), pesquisando o comportamento de isolados do 

México. 
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Rava et al. (1994), estudando 118 isolados de diferentes regiões 

brasileiras, conseguiram separar 25 raças pertencentes aos grupos Alfa, Delta, 

Gama, México I, México II e Brasileiro I.  

A ampla variabilidade patogênica de C. lindemuthianum em várias 

partes do mundo e as diferentes denominações dadas, muitas vezes para a 

mesma raça, fizeram com que pesquisadores da área estabelecessem um 

conjunto padronizado de cultivares diferenciadoras que pudessem ser usadas 

internacionalmente, com o propósito de coordenar os esforços de investigação 

de todos os pesquisadores e facilitar a troca de informações. Em comum acordo, 

foi estabelecida uma única nomenclatura que pudesse ser usada por todos os 

pesquisadores do mundo. Este fato ocorreu em uma reunião ocorrida no Centro 

Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), sediado em Cali, na Colômbia, de 

6 a 10 de junho de 1988, quando ficou definido o uso de um sistema binário, 

utilizando-se doze diferenciadoras para a caracterização das raças fisiológicas de 

C. lindemuthianum. Esse sistema, combinado com as duas classes de resposta à 

infecção (resistência ou suscetibilidade), permite classificar um total de 2n-1 = 

212-1 = 211 = 2048 raças, em que “n” é o número de cultivares diferenciadoras 

(Pastor-Corrales, 1992). 

Por meio desse sistema binário, Molano et al. (1995) diferenciaram 11 

raças de C. lindemuthianum de isolados coletados em várias regiões da 

Colômbia, com base na patogenicidade destas raças. Os autores concluíram que 

estas raças encontradas são geneticamente relacionadas, pois apresentavam em 

comum o fenótipo de virulência, diferenciando-se apenas em poucos genes de 

patogenicidade. Concluíram também que este tipo de informação permite aos 

pesquisadores monitorar a diversidade patogênica do fungo, ou seja, se essa 

variabilidade muda através dos anos e se o panorama de raças fisiológicas do 

fungo é similar em outras regiões. Citaram ainda que, por meio do fenótipo de 

virulência, é também possível deduzir a existência de reações evolutivas entre as 
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raças. Por exemplo, ao se observar o fenótipo de virulência das raças 1(a), 3(ab), 

515(abj), 523(abdj) e 651(abdhj), pode-se imaginar que a raça 1(a) adquiriu um 

gene adicional de virulência, por exemplo, para dar origem a raça 3(ab). Esta por 

sua vez, pode ter dado origem a raça 515(abj), esta a 523(abdj) e 651(abdhj). 

 

2.4 Possíveis fontes de variabilidade em fungos 

Ambas as formas do patógeno (mitospórica e meiospórica) possuem 

ampla variabilidade genética que são diferenciadas por meio de estudos de 

patogenicidade em plantas hospedeiras.  

Há variações dentro de populações selvagens de fungos que não 

apresentam ciclo sexual na natureza. Há também muitos relatos de variabilidade 

em isolados monospóricos, quando mantidos e cultivados em laboratório (Leslie 

e Dickman, 1991; citado por Roca; 2002). Alguns pesquisadores argumentam 

que a mutação é a principal fonte de variabilidade em fungos sendo que a 

recombinação sexual, a recombinação assexual por meio do ciclo parassexual e 

determinantes citoplásmaticos têm extrema importância na biologia reprodutiva 

de fungos conidiais e também de outros fungos. 

Griffiths (1995) relatou que vários tipos de conexões entre células 

podem permitir a troca de material, tanto como o núcleo inteiro como 

simplesmente fragmentos. Estas podem também teoricamente permitir a troca de 

material genético mitocondrial ou plasmidial. Mendes-Costa et al. (1996) 

verificaram anastomoses entre hifas e a presença de conídios binucleados, 

contudo, não foi observada a passagem do núcleo. Posteriormente, os mesmos 

autores demonstraram, em C. lindemuthianum, a ocorrência de anastomoses 

entre conídios e a passagem de mitocôndria e material nuclear em isolados 

brasileiros (Roca et al., 2003). Bos (1985) concluiu que a formação de 
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anastomoses em C. lindemuthianum não é um fato isolado, mas sim um evento 

comum. 

O ciclo parassexual é um mecanismo importante no estudo da 

patogenicidade dos fungos imperfeitos. Apesar do esforço por parte dos 

pesquisadores, ainda não foi determinada a ocorrência do ciclo parassexual em 

C. lindemuthianum, mas ele já foi reconhecido em mais de 30 espécies de 

fungos (Azevedo, 1987).  

O número e o comprimento de cromossomos em fungos filamentosos 

podem variar de 3 a 21 e de 0,2 e 10 Mb respectivamente. Eles podem gerar 

cariótipos moleculares e também podem ser visualizados através de microscopia 

eletrônica. Andrew et al. (1993), analisando 52 isolados de Colletotrichum spp., 

com o objetivo de identificar minicromossomos por meio de eletroforese de 

campo pulsado, conseguiram identificar a existência de 2 grupos diferentes, um 

com menos de 6 minicromossomos e outro com mais de 6 minicromossomos. 

Arce-Montoya et al. (1998), estudando polimorfismo cromossômico em isolados 

de C. lindemuthianum provenientes do México, verificaram ampla variação em 

tamanho e número de minicromossomos, ou seja, de 2 a 6, com tamanho 

variando de 0,7 a < 1,2 Mb. Os autores sugerem que este alto nível de 

polimorfismo observado é deve-se a freqüentes rearranjos cromossômicos. 

Ishikawa et al. (2003) e Roca et al. (2003) identificaram polimorfismo 

cromossômico em C. lindemuthianum, tendo os resultados variado de 4 a 8 

cromossomos, mostrando ser este um potencial mecanismo de variabilidade 

genética. 

 

2.5 O ciclo sexual dos fungos filamentosos 

Os fungos, especialmente as leveduras e os chamados fungos 

filamentosos, são também bastante estudados do ponto de vista genético. À 

semelhança das bactérias, além da variabilidade ocasionada pela mutação, eles 
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possuem também sistemas de recombinação que permitem combinar 

características encontradas nos diferentes indivíduos, em um único indivíduo. 

Muitos fungos possuem um ciclo sexual, facilitando, portanto, o seu estudo 

genético. Em outros fungos, o ciclo sexual ainda não foi descrito ou é até mesmo 

inexistente (Azevedo, 1998). Embora em cada espécie de fungo, cujo ciclo 

sexual já foi descrito, existam particularidades próprias, ele se caracteriza, de 

modo geral, pela existência, em um mesmo citoplasma, de núcleos haplóides de 

composição genética distinta que se fundem em estruturas apropriadas, 

produzindo um núcleo diplóide que quase imediatamente sofre meiose, 

restaurando o estado haplóide dos núcleos. Resultam assim esporos, chamados 

de esporos sexuais, que podem dar origem a novos indivíduos, resultantes do 

cruzamento de duas linhagens parentais envolvidas (Azevedo, 1998). 

Há, entretanto, grandes variações durante as etapas do ciclo sexual, que 

é denominado de homotalismo e heterotalismo. 

 

2.5.1 Heterotalismo  

Como ilustração será usado o ciclo sexual de Neurospora crassa, que é 

um dos fungos mais bem estudados do ponto de vista genético. N. crassa é um 

fungo chamado heterotálico porque possui dois tipos de reação sexual ou mating 

types, designados A e a. Esses dois tipos de reação sexual são indistinguíveis 

morfologicamente, mas anastomoses de hifas só ocorrem em tipos de reação 

sexual distintas, isto é, A com a e não A com A ou a com a. Isto resulta na 

obtenção de hifas contendo dois diferentes tipos de núcleos em um mesmo 

citoplasma, ou seja, no heterocário.  

Embora um patógeno do tipo de reação A ou a possa dar uma 

reprodução assexual, produzindo esporos assexuais (conídios), é somente pôr 

meio do heterocário, formado pelos dois talos de diferentes tipos de reação 

sexual, que a meiose e a reprodução sexual podem ocorrer. Por anastomose com 



 
 

9 

conídios ou hifas de N. crassa de tipo de reação sexual distinta, as hifas 

tricógenas recebem o núcleo distinto, ocorrendo fusões nucleares e daí 

resultando núcleos haplóides. O núcleo diplóide, dentro do asco, sofre divisão 

meiótica, dando quatro células haplóides que sofrem, em seguida, uma divisão 

mitótica e daí resultam oito células, todas haplóides dentro de cada asco. Cada 

uma destas células é chamada de ascósporos e os oito ascósporos dispõem-se 

linearmente no interior do asco. Cada ascósporo é o produto de uma 

recombinação sexual e, devido a este fato, eles são chamados de esporos 

sexuados (Azevedo, 1998). 

 

2.5.2 Homotalismo  

Neste caso será utilizado como exemplo o ciclo sexual do fungo 

Aspergillus nidulans. Este patógeno é designado como homotálico, pois não 

possui tipos de reação sexual ou mating types distintos. Dessa maneira A. 

nidulans pode cruzar com ele próprio, ou seja, com o próprio talo, onde resultam 

descendentes todos iguais. Entretanto, pode haver também cruzamentos entre 

diferentes linhagens de A. nidulans e, nesse caso, o zigoto híbrido vai produzir 

segregantes de constituições genéticas distintas. Até mesmo em algumas 

linhagens, existe preferência para cruzamento com linhagens distintas, por um 

processo denominado de Heterotalismo relativo, no qual, apesar de ser 

homotálico, o fungo dá mais zigotos híbridos do que autofecundados. Nota-se 

então que todo ciclo sexual, ou seja, fusão nuclear com produção de diplóides, 

meiose e, conseqüentemente, haploidização, ocorre com base em um único talo, 

não havendo necessidade de diferentes tipos de reação sexual (Azevedo, 1998). 

Na literatura existe contradição quanto à natureza do ciclo sexual em 

Glomerella cingulata f. sp. phaseoli. Kimati & Galli (1970) realizaram estudos 

genéticos nesta espécie e concluíram que o fungo é heterotálico. Já Bryson 

(1990) e Mendes-Costa (1996) encontraram evidências da natureza homotálica 
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deste fungo em seus trabalhos. Há problemas também quanto à classificação 

destes sistemas reprodutivos, ou seja, espécies dióicas e incompatíveis são 

classificadas como heterotálicas. Então, Esser (1967) propôs outras 

classificações, em que por exemplo, fungos homotálicos podem ser compatíveis 

ou incompatíveis. 

Wheeler (1954) divide o processo sexual em G. cingulata em 4 passos: 

iniciação do peritécio, plasmogamia, cariogamia e divisão meiótica reducional. 

Uma descrição completa do processo pode ser encontrada em Wheeler et al. 

(1948) e McGahen & Wheeler (1951). Estudos citogenéticos em Glomerella 

cingulata f. sp. phaseoli foram realizados por Kimati & Galli (1970) e Roca et 

al. (2003). No entanto, a utilização da forma meiospórica para estudos genéticos 

tem sido pouco explorada (Batista & Chaves, 1982; Bryson, 1990; Mendes-

Costa, 1996). 

Na tentativa de obter genótipos recombinantes de C. lindemuthianum, 

Bryson (1990) realizou cruzamentos entre diferentes linhagens de G. cingulata f. 

sp. phaseoli e observou a formação de peritécios quando as linhagens foram 

misturadas ‘a priori’ na placa. No entanto, a fertilidade dos cruzamentos foi tão 

baixa que a segregação em ascos individuais ou peritécios não foi possível. 

Contudo, a análise de marcadores isoenzimáticos permitiu a identificação de 

genótipos recombinantes, indicando que o cruzamento/fertilização ocorreram 

durante a reprodução sexual nas culturas misturadas. 

Chilton et al. (1945) relataram que a distribuição dos ascósporos nos 

ascos de um único peritécio em Glomerella é sempre na razão de 4:4 ou 0:8, mas 

nunca as duas. Este fato indica que as proporções são determinadas pela 

formação genética dos núcleos que se fundem nos ascos, ou seja, um único 

núcleo origina todos peritécios nos ascos. 

Segundo Wheeler (1956), dois genes controlam a reprodução sexuada. O 

gene A controla a mudança entre o estado peritecial e o conidial e o gene B 
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controla a distribuição das estruturas de frutificação, sejam peritécios ou 

acérvulos.  

Mendes-Costa (1996), utilizando três linhagens de G. cingulata f. sp. 

Phaseoli, realizou o cruzamento entre os oito ascósporos obtidos de ascos 

individuais de cada linhagem em todas as combinações possíveis, colocando-os 

em placa de Petri e verificou que não houve a formação de peritécios na linha de 

contato das colônias. Ao contrário, cada cultura desenvolveu seus próprios 

peritécios. Isolados de conídios e ascósporos individuais produziram peritécios 

auto-fertéis. Posteriormente, a mesma autora, em um trabalho (não publicado) 

no qual que objetivou explicar a compatibilidade sexual no mesmo organismo, 

realizou inúmeros cruzamentos entre linhagens distintas quanto às características 

morfológicas e reprodutivas. Pode-se observar que a proporção 4:4 (dos 

ascósporos) ocorreu naqueles ascos em que núcleos de linhagens diferentes 

entraram em contato e se fundiram e que a proporção 0:8 ocorreu naqueles ascos 

em que 2 núcleos da mesma linhagem se fundiram. Inferiu-se então, que o fungo 

em questão se comporta tanto como homotálico como heterotálico, dependendo 

das combinações realizadas. 

Há escassez de relatos sobre a herança da patogenicidade em C. 

lindemuthianum e a evidência para a relação gene-a-gene apóia-se na analogia 

com outros sistemas bem entendidos (Bryson et al., 1992). 

A ausência de evidência direta de um sistema gene-a-gene pode agora 

ser remediada pelo desenvolvimento de métodos de cruzamentos de linhagens de 

C. lindemuthianum. Batista & Chaves (1982) e Bryson (1990) testaram amostras 

de progênies de ascósporos individuais do fungo em cultivares de feijão e 

verificaram que estas diferenciaram-se das linhagens parentais. Bryson (1990) 

cruzou as raças brasileiras BA9 e BA10 (Batista & Chaves, 1982), cujos testes 

de patogenicidade sobre os hipocótilos (Bailey & Deveral, 1971) diferiram na 

virulência nas cultivares Nerina e Tuf. Embora a amostra da progênie tenha sido 
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pequena, os resultados são consistentes com a segregação de dois genes 

independentes, um determinante da avirulência à Nerina (AVRN) e o outro à Tuf 

(AVRT). Os genótipos AVRNavrT e avrN AVRT surgiram como recombinantes 

no cruzamento com novos padrões de interação com as duas cultivares.  

Batista & Chaves (1982) também relataram a formação de novas raças 

após a hibridação sexual. Segregação clara para avirulência:virulência para uma 

cultivar particular ocorreu em outros cruzamentos, indicando o envolvimento de 

genes maiores, embora as proporções nem sempre tenham-se ajustado ao 

modelo simples de um gene.  

É interessante notar que tanto ambos Batista & Chaves (1982) como e 

Bryson (1990) verificaram que a avirulência das cultivares Dark Red Kidney e 

Perry Marrow tenderam a segregar juntas, sugerindo que estas duas cultivares 

têm um ou mais “genes” de resistência em comum. Estes resultados mostraram 

pela primeira vez, que a avirulência de raças de C. lindemuthianum para 

cultivares individuais de feijão é determinada por genes maiores identificáveis e 

são consistentes com o sistema gene-a-gene. No entanto, Bryson et al. (1991) 

enfatizam que a comprovação total deve ser aguardada pelo estabelecimento de 

uma relação específica entre a resistência de um hospedeiro particular e os genes 

de avirulência do patógeno. 

Segundo Bryson et al. (1992), a literatura sobre Colletotrichum indica 

que a maioria das linhagens não formam peritécios na natureza ou em 

laboratório. Como resultado, o estado teleomórfico não tem sido reconhecido em 

muitas espécies, as quais são consideradas assexuais. Enquanto este fato pode 

ocorrer em algumas circunstâncias, parece provável que a assexualidade tem 

sido exagerada devido à pequena amostra de isolados avaliados, o uso de 

culturas 'velhas', o fracasso em testar as combinações de linhagens e as 

condições inadequadas da cultura. A ênfase a estes fatores em C. 

lindemuthianum revelou que uma significativa proporção de linhagens pode 
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apresentar reprodução sexual (Kimati & Galli, 1970, Batista & Chaves, 1982; 

Bryson, 1990; Mendes-Costa, 1996) e pesquisas similares deveriam ser 

realizadas em outros grupos. Uma vez que uma combinação de linhagens que 

produz alguma progênie de ascósporos tem sido encontrada, a seleção para 

aumentar a fertilidade deveria ser realizada por meio do intercruzamento de 

progênies em diversas gerações sucessivas, como tem sido feito para 

Magnoporthe grisea (Valent et al., 1991). A obtenção de linhagens férteis de 

laboratório facilitará muito os estudos genéticos e moleculares. 

 

2.6 Marcadores moleculares no estudo de fungos fitopatogênicos 

O marcador genético corresponde a uma característica do organismo que 

pode ser facilmente detectada a olho nu ou com a ajuda de algum aparato 

tecnológico e que co-segrega com genes de interesse. Para ser útil como 

marcador, a característica deve evidenciar diferenças entre indivíduos e ser 

reproduzida na progênie. Esta característica pode ser um fenótipo, uma marca no 

cromossomo ou um fragmento de DNA. Em termos práticos, o marcador 

genético é uma ferramenta para acompanhar alguma característica de interesse 

que não pode ser analisada facilmente, em uma população (Keim et al., 1990). 

Existem diversos tipos de marcadores que são produtos gênicos e vêm 

sendo intensamente utilizados em pesquisas genéticas, destacando-se os 

morfológicos, fisiológicos, bioquímicos e enzimáticos. Como estes marcadores 

resultam da interação da constituição genética com o meio, pode-se classificá-

los como fenotípicos. Por outro lado, os marcadores que se baseiam diretamente 

no DNA não sofrem influência do meio e abrangem tanto seqüências 

codificadoras como não codificadoras e sítios de controle da expressão gênica. 

Pode-se assim inferir que o número de marcas moleculares é infinitamente 

superior às marcas fenotípicas, ampliando as possibilidades de estudo e 
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manipulação do material genético da espécie que se está estudando (Hu & 

Quiros, 1991). 

Williams et al. (1990) desenvolveram e descreveram um tipo de 

marcador de DNA baseado na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) 

denominado RAPD (Random Aplified Polymorphic DNA) que utiliza primers 

mais curtos (em torno de 10 nucleotídeos) do que aqueles usados em reações de 

PCR, com um conteúdo de C+G superior a 50%. Nesta técnica, o iniciador se 

liga ao DNA genômico em dois sítios, em fitas opostas do DNA-molde. Caso 

estes sítios estejam separados por uma distância entre 200 e 2000 pares de bases, 

o produto da amplificação será formado. Os produtos de amplificação são 

geralmente separados em um gel de agarose e visualizados sob luz ultravioleta 

quando corados com brometo de etídio. A técnica RAPD normalmente detecta a 

presença de apenas um alelo em cada loco, representado pela presença de uma 

determinada banda amplificada. A ausência de amplificação representa o 

somatório de todos os outros alelos naquele loco. Por isso pode-se dizer que os 

marcadores RAPD são, geralmente, dominantes, não podendo, portanto, ser 

utilizados para distinguir locos heterozigotos (Rafalski et al., 1991). 

Uma das principais aplicações dos marcadores RAPD no estudo de 

fungos fitopatogênicos é o reexame das relações taxonômicas de grupos 

fúngicos, a qual promete esclarecer as relações existentes entre esses 

microrganismos. Isto é importante para o entendimento da identidade e 

complexidade genética de uma população de patógenos que infectam um 

hospedeiro particular, constituindo-se em uma ferramenta auxiliar na montagem 

de estratégias para o controle de doenças (Michelmore & Hulbert, 1987). 

Sabe-se que a especialização de C. lindemuthianum é dinâmica na 

natureza, ou seja, o aparecimento de novas raças que quebram a resistência de 

cultivares melhoradas é muito freqüente e muito pouco se conhece sobre estes 

processos que criam tamanha variação. Um estudo molecular detalhado pode  
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fornecer argumentos que ajudem no entendimento da genética e do 

comportamento de tal patógeno. 

Otoya et al. (1995) avaliaram a diversidade genética de C. 

lindemuthianum na Colômbia, por meio de marcadores RAPD. Foram avaliados, 

no total, 178 isolados coletados em diversas regiões do país. A partir do padrão 

de bandas polimórficas geradas por RAPD, concluíram que há ampla 

diversidade genética entre as raças e dentro dos isolados pertencentes à mesma 

raça. 

Bandas polimórficas foram registradas por Plummer et al. (1994), no 

estudo de similaridade genética de linhagens de Leptosphaeria maculans, 

considerando linhagens agressivas e não agressivas. Os autores concluíram que 

não há uma divergência genética muito alta entre estes isolados virulentos, 

indicando que não há correlação entre distancia geográfica e distancia genética, 

ou seja, o fato de os mesmos estarem separados geograficamente não contribuiu 

para a segregação genética. 

Com o objetivo de distinguir raças de Gremmeniella abietina 

provenientes da Europa e da América do Norte, Hamelin et al. (1993), utilizaram 

marcadores RAPD para tal propósito. Por meio das análises moleculares os 

autores tiraram as seguintes conclusões: ocorrência de alta similaridade genética 

entre os representantes da raça européia na América do Norte e, alta divergência 

genética intra-racial na raça-norte americana.  

Talamini et al. (2003), estudando a divergência genética entre e dentro 

de raças de C. lindemuthianum por meio de marcadores RAPD, verificaram que: 

os grupos obtidos pelas marcas de RAPD relacionaram-se com a região de 

origem, na maioria dos isolados avaliados; não houve relação entre o 

agrupamento promovido pelo o RAPD com as raças identificadas por meio das 

cultivares diferenciadoras; os isolados que pertenciam à fase sexuada (G. 

cingulata f. sp. phaseoli) pertenceram ao grupo mais distante geneticamente e 
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essa maior divergência se deve, possivelmente, à reprodução sexuada, em que a 

troca de material genético é mais intensa. 

Chen et al. (1993) encontraram uma baixa associação entre virulência e 

padrões RAPD em Puccinia striiformis, indicando que o polimorfismo de DNA 

é independente de virulência e foi detectado também polimorfismo entre raças e 

isolados dentro de raças. 

Com o propósito de estudar a similaridade genética entre diversos 

isolados de Aspergillus fumigatus, Aufavre-Brown et al. (1992) utilizaram sete 

primers previamente selecionados, os quais geraram marcas (bandas 

polimórficas) que permitiram aos autores concluir que a técnica RAPD é 

extremamente eficiente para caracterizar ou distinguir isolados pertencentes, 

muitas vezes, a um mesmo grupo geneticamente relacionado. 

Estudos de similaridade genética do grupo Aspergilli “black” 

mostraram, por meio de marcadores RAPD, que as 17 linhagens analisadas 

puderam ser agrupadas ou subdivididas em 15 grupos diferentes (Megnegneau et 

al., 1993). 

Bidochka et al. (1994) utilizaram a análise RAPD para diferenciar 

espécies e linhagens de fungos entomopatogênicos. Os autores avaliaram 24 

isolados ao todo de fungos deuteromicetos (Metarhizium anisopliae, 

Metarhizium flavoride e Beauveria bassiana). Por meio dos padrões de bandas 

apresentados, os autores puderam concluir que em M. flavoride há pouca 

variabilidade intra-específica quando comparado a M. anisopliae. Verificaram 

também que o alto nível de variabilidade de M. anisopliae foi similar à 

variabilidade total entre B. bassiana, M. anisopliae e M. flavoride.  

A partir da técnica RAPD foram pesquisados 24 isolados de 

Colletotrichum orbiculare, dois isolados de Glomerella cingulata var. 

orbiculare e três isolados de C. magna. Pelos resultados obtidos pôde-se 
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verificar grupos de compatibilidade vegetativa e similaridade genética (Correl et 

al., 1993). 

Marcadores RAPD em Cladosporium fulvum foram obtidos por Arnau et 

al. (1994), a partir dos quais foi estabelecido um mapa genético baseado na 

recombinação mitótica neste fungo imperfeito. Pela avaliação dos segregantes, 

pode-se inferir que houve um alto grau de recombinação durante o ciclo 

parassexual. 

Estudos do ciclo parassexual em Penicillium roqueforti teve como 

ferramenta principal marcadores moleculares RAPD. Nesses trabalhos foi 

isolado o DNA das linhagens parentais de um diplóide e de uma linhagem 

haplóide selecionada aleatoriamente de cada fenótipo recombinante. Com base 

nos resultados, os autores puderam concluir que produtos que caracterizavam as 

linhagens parentais foram perdidos em alguns recombinantes e que fragmentos 

que não existiam nas linhas parentais foram produzidos em alguns 

recombinantes (Durand et al., 1993). 

Cerca de 43 linhagens de Trichoderma foram analisadas por meio de 

marcadores RAPD, sendo utilizados 9 primers. Por meio dos padrões de bandas 

geradas pela técnica, pôde-se verificar que, dentro de 23 linhagens de T. 

harzianum dez compartilharam padrões de RAPD similares, as quais 

originaram-se de várias regiões geográficas (Zimand et al., 1994). 

Marcadores genéticos baseados em RAPD foram utilizados para 

distinguir isolados de Pythium ultimum (um oomiceto homotálico) e também 

para confirmar a ocorrência de cruzamentos entre os isolados. Dois isolados que 

apresentaram um alto nível de polimorfismo foram misturados e colocados sobre 

um meio que permite o desenvolvimento da fase sexual. Por meio dos 

marcadores RAPD, foram selecionadas progênies monospóricas com o propósito 

de se identificar possíveis híbridos entre os dois isolados parentais. Em seguida, 

foi autofecundado o suposto F1, dando origem a uma família F2, que apresentou 
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segregação e distribuição independente de marcadores RAPD. Os autores 

concluíram que outros oomicetos homotálicos podem ser capazes de cruzar e 

podem se reproduzir sexuadamente, desempenhando um papel importante na 

geração de variabilidade em oomicetos homotálicos (Francis & Clair, 1993). 

Ayliffe et al. (1994) observaram a formação de heteroduplex entre 

produtos alélicos de RAPD utilizando vários primers decâmeros de seqüência 

aleatória para amplificar bandas de RAPD de DNA genômico de uma linhagem 

F1 de Melampsora lini (ferrugem do linho) e suas duas linhagens parentais, 

observando-se a presença de bandas não parentais. Este heteroduplex 

identificado estava ocasionalmente ausente em alguns experimentos, mas 

naqueles experimentos onde estava presente sempre foi encontrado nos mesmos 

indivíduos durante os mesmos experimentos.  

Silva (1996), trabalhando com Trichoderma pseudokoningii, 

caracterizando geneticamente recombinantes por meio de marcadores RAPD, 

observou que 70,2% dos padrões de RAPD dos recombinantes foram idênticos 

aos dos parentais aos quais eles mais se assemelhavam geneticamente. Em 

29,8% dos padrões de RAPD constatou-se o seguinte: ausência da banda do 

parental geneticamente mais relacionado, presença de banda do parental com 

menor similaridade genética ou presença de banda não parental e, ainda, uma 

combinação destas três situações. Por meio destes resultados não se pode 

descartar a hipótese de que ocorreu a fusão de núcleos com perda preferencial de 

um dos genomas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Todos os procedimentos foram realizados no Departamento de Biologia 

da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no Centro Universitário de Lavras 

(UNILAVRAS) e no Departamento de Química da UFLA (Laboratório de 

Bioquímica). 

 

3.1 Obtenção e manutenção dos isolados  

Foram utilizadas nove linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli, obtidas 

pelo isolamento de lesões em caules, folhas e vagens de plantas de feijão 

(Phaseolus vulgaris). A coleta de material infectado foi realizada nas três épocas 

de plantio do feijoeiro no estado de Minas Gerais, objetivando-se observar a 

ocorrência da fase meiospórica. Posteriormente, os isolados foram repicados 

para esporulação em placa com meio M3 (Junqueira et al., 1984). 

O isolamento do fungo e a obtenção das culturas monospóricas foram 

realizados segundo a metodologia descrita por Mendes-Costa (1996). As 

culturas se desenvolveram em incubadora (BOD) com controle de temperatura 

(21oC) e luz (12 horas de luz e 12 horas de escuro). 

 

3.2 Identificação das raças fisiológicas 

Para a identificação das raças fisiológicas foi utilizado o conjunto de 

cultivares diferenciadoras internacional e seguiu-se a metodologia recomendada 

pelo CIAT (1988), como se observa na Tabela 1. 

As 12 diferenciadoras mais a testemunha suscetível carioca foram 

semeadas em bandejas de 50 x 40 x 8cm, utilizando-se 10 sementes por cultivar, 

tendo sido usado como substrato o composto Plantimax. Para cada isolado 

foram utilizadas duas bandejas. O inóculo foi produzido a partir de vagens 
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esterilizadas, parcialmente imersas em meio BDA e inoculadas a 22 ± 20C, no 

escuro, por um período de oito a dez dias. A partir destas vagens, foram 

preparadas sucessivas suspensões de esporos contendo 1,2 x 106 esporos/ml. 

 

TABELA 1 Sistema para identificação de raças fisiológicas de C. 

lindemuthianum (CIAT, 1988). 

 

Diferenciadoras Sistema binário  Valor numérico das 
cultivares 

1-Michelite 20  1 
2-MDKR 21 2 
3-Perry Marrow 22 4 
4-Cornell 49242 23 8 
5-Widusa 24 16 
6-Kaboon 25 32 
7-México 222 26 64 
8-PI 207262 27 128 
9-TO 28 256 
10-TU 29 512 
11-AB 136 210 1024 
12-G 2333 211 2048 

 

 

As inoculações foram realizadas nas plântulas de 9 a 11 dias após a 

semeadura, pulverizando-se ambas as faces das folhas e as hastes das plântulas.  

As bandejas contendo as plântulas inoculadas, foram colocadas durante 

dois dias em câmara de nevoeiro a 22 ± 2oC e doze horas de luz e doze de 

escuro. A seguir foram transferidas para bancadas na casa de vegetação, sob 

condição de alta umidade relativa do ar. 

As avaliações dos sintomas (Tabela 2) foram realizadas sete a nove dias 

após a inoculação, utilizando-se a escala descrita por Rava et al. (1993).  
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TABELA 2 Escala descritiva utilizada na avaliação da incidência de 
antracnose do feijoeiro (folhas, caules e ramos), segundo Rava 
et al. (1993). 

 
 

GRAU DESCRIÇÃO 
1 Ausência de sintomas. 
2 Até 1% das nervuras apresentando manchas necróticas, perceptíveis 

somente na face inferior da folha. 
3 Maior freqüência dos sintomas foliares descritos no grau anterior. 
4 Até 1% das nervuras apresentando manchas necróticas, perceptíveis 

em ambas as faces da folha. 
5 Maior freqüência dos sintomas foliares descritos no grau anterior. 
6 Manchas necróticas nas nervuras, perceptíveis em ambas as faces da 

folha, apresentando algumas lesões nos caules, ramos e pecíolos. 
7 Manchas necróticas na maioria das nervuras e em grande parte do 

tecido adjacente que se rompe. Presença de abundantes lesões nos 
caules, ramos e pecíolos. 

8 Manchas necróticas na quase totalidade das nervuras, ocasionando 
numerosas rupturas no mesófilo, desfoliação abundante e redução do 
crescimento das plantas. Lesões muito abundantes nos caules, ramos e 
pecíolos. 

9 Maioria das plantas mortas. 
 

Foram consideradas resistentes aquelas plântulas que apresentaram 

graus de 1 a 3,6 e suscetíveis aquelas que apresentaram graus acima de 3,6.  

 

3.3 Cruzamentos e micromanipulações  

Procederam-se cruzamentos em todas as combinações possíveis entre as 

linhagens 40, 42, 20 e setores da linhagem 20 (B1, B2, B3, B4, B5 e B6), de G. 

cingulata f. sp. phaseoli. Estes cruzamentos foram efetuados em placa de Petri 

com 20ml do meio de cultura M3, como se observa na Figura 1, seguindo-se a 

metodologia descrita por Mendes-Costa (2002, comunicação pessoal). 
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FIGURA 1 Cruzamento entre as linhagens 

 

Após o período de 22 a 27 dias de incubação a 200C, no escuro, as linhas 

formadas entre as colônias, foram examinadas ao microscópio (Leica AC 2000), 

sendo observado a presença ou ausência de peritécios com ascos férteis. 

Verificou-se a presença de ascos e ascósporos, macerando-se os peritécios e 

observando-os ao microscópio. 

Os peritécios resultantes dos cruzamentos foram macerados em lâminas 

que continham uma gota de água destilada estéril. Estas lâminas foram 

posteriormente invertidas sobre outras que continham uma fina camada de ágar a 

2%, removidas após ligeira compressão. Em seguida, foi transferida para 

lâminas adaptadas para micromanipulação manual e levadas para o microscópio, 

o qual também foi adaptado com uma agulha de vidro proveniente de um tubo 

capilar, de modo que possibilitou capturar cada asco separadamente. 

Os ascos capturados foram transferidos para pequenos pedaços de ágar 

livres de qualquer contaminação e posteriormente, estourados com o auxílio da 

agulha e, finalmente, cada ascósporo foi transferido para pedaços individuais de 

ágar. 

Feito este procedimento transferiram-se separadamente os oito 

ascósporos de cada asco para placas de Petri com meio de cultura M3. Em 
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seguida, as placas foram levadas para uma estufa do tipo BOD, onde 

permaneceram por aproximadamente 25 dias. 

 

3.4 Obtenção da massa de micélios para a extração de DNA 

Os ascósporos de cada asco micromanipulado foram repicados e 

transferidos para erlenmeyers previamente esterilizados em autoclave, com 150 

ml de meio líquido M3S mais quemicetina (antibiótico). Posteriormente, foram 

acondicionados em um agitador automático, regulado com uma velocidade de 

110 rpm e uma temperatura de 220C. 

Após aproximadamente 5 dias, foram retirados os erlenmeyers do 

agitador e procedeu-se à desidratação da massa de micélios por meio de uma 

bomba a vácuo, almofariz e filtro de papel esterilizado. Em seguida, o material 

desidratado foi liofilizado por aproximadamente 2 dias ininterruptos.  

 

3.5 Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada a partir do micélio liofilizado, 

utilizando-se a metodologia de Raeder & Broda (1985), adaptada com a 

metodologia de Rogers & Bendich (1988). Os micélios foram macerados com 

areia esterilizada, juntamente com 10ml de um tampão de extração pré-aquecido 

a 650C (0,2g de brometo de cetiltrimetil-amônio; 1ml de tris 1M, 0,4ml de 

EDTA 0,5M, 0,82g de NaCl, 0,1g de polivinilpirrolidona 40.000, 8,6ml de água 

pura) e 20µl de 2-β-mercaptoetanol.  

Em seguida, o macerado foi mantido em banho-maria a 650C por 30-40 

minutos, agitando-se três a quatro vezes. Posteriormente, foram adicionados 

10ml da solução 24 clorofórmio:1 álcool isoamil e o material foi centrifugado 

durante 10 minutos na velocidade de 5.000 rpm.  

O sobrenadante foi coletado, misturado com 30ml da solução 6 álcool 

950: 1 acetato de amônio 7,5M e mantido no freezer por cerca de uma noite. Em 
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seguida, foi coletado o DNA e foram adicionados de 200-300µl da solução tris 

1mM e EDTA 0,1mM, pH 8,0 (TE). Após o DNA ter se dissolvido, foi feita 

uma segunda extração com clorofórmio/álcool isoamil. O sobrenadante foi 

coletado, adicionado o triplo do seu volume com a solução 20 álcool 950 : 1 

acetato de sódio 3M e mantido no freezer por pelo menos uma hora, ou até 

ocorrer a precipitação do DNA. A solução de álcool-acetato foi eliminada e o 

DNA, dissolvido em 200-300µl de TE.  

A etapa seguinte consistiu em quantificar a concentração do DNA em 

fluorímetro (Hoefer Scientific). Para isso foram usados 2µl da solução de DNA 

em 2ml de tampão (tris 10mM, EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M, pH 7,4), juntamente 

com 0,1µg/ml do corante H32258. Após, o DNA foi diluído com TE para a 

concentração de10ng/µl, que foi usada nas análises RAPD. 

 

3.6 Análise RAPD 

Cada reação RAPD foi realizada misturando-se os seguintes ingredientes 

com as respectivas concentrações: 200µM de dNTP’s, 0,6 unidades de Taq DNA 

polimerase, 0,4µM de primer, tampão de reação pH8,0 (50mM Tris; 2,0mM Mg 

Cl2; 20mM KCL; 250µg/ml de albumina de soro bovino; 1% de ficoll 400; 1mM 

de tartrazine), 20ng do DNA genômico e água bidestilada até o volume de 15µl. 

O dNTP corresponde a uma mistura equitativa de ATP, GTP, CTP e TTP. Os 

primers utilizados são decâmeros, tendo sido testados cerca de 200 primers com 

diferentes seqüências. As seqüências dos 33 primers de interesse, ou seja, 

aqueles que evidenciaram polimorfismo, estão dispostos na Tabela 6. 

A reação assim preparada foi depositada em tubos capilares de vidro, de 

10cm de comprimento, próximo para o volume de 10µl e suas extremidades 

foram fechadas em chama de bico de bulsen.  
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A reação de amplificação foi realizada em termociclador refrigerado a ar 

(Idaho Technology). Os programas usados foram: a) o primeiro por dois ciclos, 

sendo a desnaturação do DNA a 910C por 60 segundos, o anelamento do primer 

a 420C por 7 segundos e o alongamento da cadeia de DNA a 720C por 70 

segundos; b) o segundo foi programado por 38 ciclos diferindo do primeiro 

apenas no tempo de desnaturação que é de apenas um segundo; c) o terceiro foi 

de quatro minutos a 720C.  

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de ágar a 

1,5% em tampão de TBE (tris, ácido bórico e EDTA) em corrente elétrica de 

100v, por aproximadamente 2 horas e meia. 

Os fragmentos de DNA amplificados foram corados com brometo de 

etídio (0,5 µg/ml) por 30 minutos e lavado o excesso de corante, por uma hora, 

com água destilada. 

 

3.7 Análise de similaridade genética e agrupamento 

Na avaliação dos géis, cada banda foi tratada como um caráter único e a 

sua presença em um indivíduo foi designada por um (1) e a ausência em outro 

indivíduo por zero (0). De posse destes dados, foi construída uma matriz de zero 

(0) e um (1) por meio do programa Microsoft Excel, cada coluna representando 

os ascos e seus respectivos ascósporos e as linhas os diferentes primers 

utilizados. 

A estimativa da similaridade genética (sgij) entre cada par de indivíduos 

i e j foi efetuada pelo coeficiente de similaridade de Sorense-Dice, utilizando a 

expressão: 
cba

a
sg ij ++

=
2

2
, (Rohlf, 1992). 

As variáveis da expressão foram obtidas conforme o esquema da Tabela 

3. 
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Os erros associados a cada similaridade (Ssg) foram estimados a partir da 

expressão sugerida por Skroch et al. (1992): 

                             ( )
( )

2
1

1

1








−
−

=
n

sgsg
S ijij

sg
 

em que: 

n: número total de combinações a, b e c utilizadas na estimativa similaridade 

genética. A partir desta expressão, calculou-se o erro médio da similaridade 

genética entre cada asco com os parentais e, posteriormente, o intervalo de 

confiança segundo Stell & Torrie (1980). 

 

TABELA 3 Tabela de contingência mostrando os quatro possíveis resultados  

de comparações de dois genótipos por marcadores dominantes. 

 
  

                 1 
Genótipo i   
 

 
0 

                          1 
Genótipo j 

                 a (1,1)  b (0,1) 

                            0                  c (1,0)  d (0,0) 
 

A representação simplificada das distâncias foi feita por meio de um 

dendrograma obtido pelo método hierárquico aglomerativo da média aritmética 

entre pares não ponderados (UPGMA), por meio do programa NTSYS-PC 

(Rohlf, 1992). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Cruzamentos e microculturas 

Na Tabela 4 são apresentados os cruzamentos realizados entre as 

diferentes linhagens utilizadas de G. cingulata f. sp. phaseoli. Merece ser 

mencionado que os isolados B1, B2, B3, B4, B5 e B6 são provenientes de 

setores brancos obtidos da linhagem 20. Tem sido relatado na literatura que 

normalmente os cruzamentos compatíveis envolvem o cruzamento de isolados 

com colônias escuras com isolados de colônias claras (Lucas, 1946; Wheller, 

1952). 

Foram considerados cruzamentos compatíveis aqueles que apresentaram 

a formação de peritécios na linha de contato entre as linhagens. No entanto, 

apenas o cruzamento B1 x 42 apresentou grande produção de peritécios férteis e 

viáveis. Os demais cruzamentos compatíveis, tais como 42 x B6, 42 x B5, 20 x 

B1, apresentaram peritécios férteis. Contudo, a produção dos mesmos foi muito 

baixa, inviabilizando a utilização dos mesmos neste trabalho. 

Deve ser salientado que, em todos os cruzamentos compatíveis, a 

morfologia dos peritécios ascos e ascósporos foi semelhante à descrita por Shear 

& Wood (1913); Lucas (1948); Kimati & Galli (1970); Bryson (1992); Mendes-

Costa et al., 2004 (não publicado). Os materiais provenientes destes cruzamentos 

se mostraram de fácil manejo e de grande viabilidade em laboratório. Os 

peritécios iniciais foram produzidos em aglomerados formando grumos escuros 

e grandes sobre toda a superfície da placa de Petri. Esta produção exuberante de 

peritécios em grandes aglomerados só aconteceu nas primeiras placas isoladas. 

Repicagens sucessivas do isolamento inicial foram perdendo a capacidade de 

formação de peritécios, tanto para os parentais como para as culturas 

monoascospóricas oriundas dos mesmos, resultado diferente do obtido por 

Mendes-Costa et al. 2004 (não publicado), tendo os autores observado que as 
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culturas monoascospóricas oriundas (F1) e seus descendentes (F2, F3, etc...) 

conservaram a capacidade de produção de peritécios férteis.  

A partir do cruzamento B1 x 42 foram isolados 5 ascos e de cada um 

deles os oito ascósporos por meio de micromanipulação, totalizando os 40 

descendentes. 

 

TABELA 4 Cruzamento dois a dois entre as linhagens 42, 20, 40, B1, B2, B3, 
B4, B5 e B6. 

 
 42 40 20 B1 B2 B3 B4 B5 

42         
40 -        
20 - -       
B1 + + +      
B2 + + - -     
B3 + + + - -    
B4 - + - - - -   
B5 + + - - - - -  
B6 + + - - - - - - 

+ Peritécios fertéis na linha de contato 

 

Com relação à coloração das colônias, todos os 40 descendentes 

apresentaram colônias escuras que variam de tons acinzentados ao preto intenso, 

sendo estas colônias periteciais. É importante também comentar que várias 

colônias dos descendentes apresentaram setores com coloração e aspectos 

diferentes. 

Os resultados de compatibilidade sexual (Tabela 4) comprovam a 

natureza homotálica e heterotálica deste fungo, resultados coincidentes com o 

obtido por Mendes-Costa et al. 2004 (não publicado) que encontraram 

evidências a partir de marcadores morfológicos e moleculares da natureza 

pseudo-homotálica de G. cingulata f. sp. phaseoli. 
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4.2 Identificação das raças fisiológicas  

As raças fisiológicas foram identificadas, segundo a reação das 

linhagens, em uma série de 12 cultivares diferenciadoras pelo CIAT. 

Devido à pequena produção de esporos sexuais das linhagens e pela não 

produção de esporos por parte das culturas monoascospóricas, só foi possível 

fazer a distinção da raça fisiológica referente à linhagem B1, como se observa na 

Tabela 5. Vale ressaltar que já se sabia de antemão que a linhagem 42 já havia 

sido identificada como raça 73, pois foi a partir da colônia de C. lindemuthianum 

(fase assexuada) que se observou a ocorrência espontânea de peritécios e 

procedeu-se ao isolamento dos ascos. No caso da linhagem 20, que deu origem à 

linhagem B1, esta foi isolada a partir de folhas com lesões características da 

antracnose do feijoeiro. Vale ressaltar que no isolamento a partir das lesões de 

caules, folhas e vagens não se utilizou nenhum meio de cultura especial visando 

o desenvolvimento da fase sexuada. Simplesmente tem sido observado que todos 

os isolados obtidos da fase sexuada, pertencentes à Micoteca do Departamento 

de Biologia da UFLA, são provenientes de lesões de folhas e caules do feijoeiro. 

Verificou-se que na inoculação utilizando-se a fase sexuada (G. 

cingulata f. sp. phaseoli), os sintomas são bem brandos quando comparados com 

os da fase assexuada (Figura 2). Não foram encontrados trabalhos relatando o 

processo de infecção de G. cingulata f. sp. phaseoli no hospedeiro. No entanto, 

para a fase assexuada, existem vários relatos (Perfect et al., 2001; Roca et al., 

2003).  
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TABELA 5 Reação das cultivares diferenciadoras aos isolados de G. cingulata 

f. sp. phaseoli e identificação das raças fisiológicas. 

 

Cultivares diferenciadoras1 

LINHAGENS 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 210 211 RAÇA 

B1 + - - - - - + - - - - - 65 

42 + - - + - - + - - - - -    73* 

1 +: Reação de suscetibilidade; -: Reação de resistência. Cultivares 

diferenciadoras: Michelite (20), Michigan Dark Red Kidney (MDKR) (21 ), Perry 

Marrow (22 ), Cornell 49-242 (23 ), Widusa (24), Kaboon (25 ), México 222 (26 ), 

PI 207262 (27 ), TO (28 ), TU (29 ), AB 136 (210 ) e G 2333 (211). *raça 

previamente conhecida. 

 

Estes resultados mostram que esforços devem ser dispendidos visando 

conhecer o processo de infecção de G. cingulata f. sp. phaseoli no feijoeiro, o 

que muito contribuirá para o entendimento dos diferentes sintomas da doença na 

planta dependendo de qual fase (sexuada ou assexuada) do fungo se utiliza na 

inoculação. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2 Sintomas característicos de antracnose no feijoeiro, causada por G. 

cingulata f. sp. phaseoli (fase sexual de C. lindemuthianum). 
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4.3 Avaliação da similaridade genética 

Neste estudo, foram testados aproximadamente 200 primers, sendo que 

destes, 33 apresentaram polimorfismo (Tabela 6). Foi obtido um total de 62 

bandas polimórficas, em média 1,87 por primer, valor este considerado baixo 

quando comparado com os valores encontrados em trabalhos nos quais foram 

utilizados diversos isolados de C. lindemuthianum (fase assexuada) (Balardin e 

Kelly, 1998; Mesquita et al., 1998; Vilarinhos et al., 1985; Otoya et al.,1995; 

Talamini et al., 2003).  

Quanto ao número de bandas necessárias para o estudo da 

similaridade/dissimilaridade sugerem-se no mínimo, 30 marcadores, para C. 

lindemuthianum, pois, mesmo sendo um eucarioto, este patógeno possui um 

genoma menor (26 a 41 Mpb; Rodriguez & Redman, 1992) do que outros 

eucariotos superiores, como o feijão (637 Mpb; Arumuganathan e Earle, 1991), 

no qual 50 bandas foram consideradas suficientes para um estudo semelhante 

(Johns et al, 1997; citado por Duarte, 1998). Portanto, o número de bandas 

polimórficas utilizadas neste trabalho é suficiente para que se proceda a análise 

de similaridade. 
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TABELA 6 Primers utilizados e suas respectivas seqüências de bases, número 

de bandas polimórficas obtidas para as linhagens genitoras e seus 

respectivos descendentes. 

 

Oligonucleotídeos Seqüência (5’-3’) N0 bandas 
polimórficas 

OPL-15 AAGAGAGGGG 4 
OPM-05 GGGAACGTGT 5 
OPL-04 GACTGCACAC 4 
OPL-07 AGGCGGGAAC 1 
OPM-13 GGTGGTCAAG 3 
OPM-20 AGGTCTTGGG 3 
OPO-10 TCAGAGCGCC 1 

OPAR-10 TGGGGCTGTC 1 
OPAR-11 GGGAAGACGG 2 
OPAR-12 GGATCGTCGC 1 
OPAR-13 GGGTCGGCTT 2 
OPAS-12 TGACCAGGCA 2 
OPAS-3 ACGGTTCCAC 1 

OPAS-06 GGCGCGTTAG 2 
OPAS-07 GACGAGCAGG 1 
OPAS-08 GGCTGCCAGT 2 
OPAS-09 TGGAGTCCCC 2 
OPO-20 ACACACGCTG 3 

OPBB-19 TTGCGGACAG 1 
OPBB-04 ACCAGGTCAC 2 
OPM-09 GTCTTGCGGA 2 
OPM-15 GACCTACCAC 1 
OPM-10 TCTGGCGCAC 1 
OPZ-07 CCAGGAGGAC 2 

OPAS-13 CACGGACCGA 1 
OPM-19 CCTTCAGGCA 2 
OPAT-07 ACTGCGACCA 1 
OPAO-04 AACAGGGCAG 1 
OPAQ-13 GAGTCGGCTG 3 
OPAR-03 GTGAGGCGCA 1 
OPAT-19 ACCAAGGCAC 1 
OPAQ-12 CAGCTCCTGT 1 
OPAQ-19 AGTAGGGCCT 2 
TOTAL _ 62 
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Com base nas 62 bandas polimórficas obtidas nos genitores e seus 

respectivos descendentes, foi construída uma matriz de similaridade genética, 

utilizando-se o coeficiente de Sorence e Dice. E também foi construída uma 

matriz para cada asco individualmente. 

Para melhor visualização das estimativas de similaridade genética, 

realizou-se o agrupamento dos mesmos utilizando o método UPGMA, os quais 

são apresentados nas Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8. 

Levando-se em consideração a análise de similaridade e o agrupamento 

de todos os ascos e respectivos ascósporos (Figura 3), percebe-se que a 

similaridade genética entre os ascos variou de 66% a 77%. Com relação à 

similaridade dos ascos avaliados e os respectivos parentais, pôde-se observar 

que, em geral, os 40 ascósporos descendentes avaliados estão geneticamente 

mais próximos ao parental 2 (linhagem 42), pois apresentaram 63% de 

similaridade genética com este parental. Já com o parental 1 (linhagem B1), a 

similaridade genética foi de 49%. Constatou-se, portanto, que estes valores estão 

próximos a 50%, o que comprova que os descendentes avaliados são produtos da 

meiose a partir do cruzamento entre as linhagens genitoras. Isto evidencia que os 

marcadores RAPD utilizados permitiram a identificação de recombinantes 

oriundos do cruzamento entre as linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli. Silva 

(1996), em um estudo de caracterização genética por RAPD de recombinantes 

em Trichoderma pseudokoningii, verificou também a eficiência da técnica, 

observando uma similaridade genética de 70,2% dos recombinantes com o 

parental aos quais eles mais se assemelhavam. 

É importante enfatizar que o marcador morfológico cor da colônia não 

permitiu identificar os recombinantes, pois todos os 40 descendentes 

apresentaram colônias de coloração escura, semelhante ao parental 2 (linhagem 

42). 
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Chama a atenção que os ascósporos descendentes foram agrupados 

dentro de seus respectivos ascos (Figura 3). Considerando que G. cingulata f. sp. 

phaseoli apresenta 4 cromossomos (n = 4), são possíveis 8 orientações diferentes 

na metáfase 1 da meiose. Portanto, provavelmente, estas diferentes orientações 

não seriam, a princípio, a principal causa da separação dos 5 ascos no 

dendrograma, uma vez que a amostra de ascos utilizadas foi de apenas 5, ou 

seja, a probabilidade deste evento ocorrer é de (1/8)5. Pode-se especular que a 

provável causa desta distinção clara entre os ascos deve-se a recombinação intra-

cromossômica (permuta genética, elementos transponíveis, etc.), que teria 

provocado alterações nos sítios de anelamento dos primers. Além disso, a 

recombinação intercromossômica não alteraria os sítios de anelamento dos 

primers. É importante ressaltar que se cada orientação apresentar Sij diferente, 

isso indica que mecanismos intracromossômicos são provavelmente aleatórios, 

gerando Sij específico para cada asco, o que também explicaria a pequena 

divergência observada dentro de cada asco, ou seja, entre os ascósporos 

“irmãos” (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8 ). 

Considerando que as 62 bandas polimórficas estejam distribuídas 

aleatoriamente nos quatro cromossomos, esperavam-se, em média, 

aproximadamente 15 locos de RAPD por cromossomo. A recombinação 

intracromossômica entre estes locos seria responsável pela maior parte da 

geração de variabilidade genética entre os descendentes, o que permitiu a 

perfeita distinção entre os ascos analisados. Estes resultados mostram o 

potencial de variabilidade genética que pode ser obtido pela reprodução sexuada 

em G. cingulata f. p. phaseoli. Variabilidade que é somada à distribuição 

independente. 

Na literatura, há relatos sobre a tentativa de obtenção de recombinantes 

de G. cingulata f. sp. phaseoli (Kimati & Galli, 1970; Batista & Chaves, 1982; 

Bryson, 1990; Mendes-Costa, 1996, Mendes-Costa, et al. 2004, não publicado). 
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No trabalho de Kimati & Galli (1970), não ficou comprovada a obtenção de 

recombinantes por meio da reprodução sexuada, enquanto que Batista & Chaves 

(1982) relataram a formação de novas raças de C. lindemuthianum após a 

hibridização sexual. Já Bryson (1990), por meio de marcadores isoenzimáticos, 

identificou genótipos recombinantes, indicando que o cruzamento/fertilização 

ocorreu durante a reprodução sexual nas culturas de C. lindemuthianum 

misturadas. No entanto, a fertilidade dos cruzamentos foi tão baixa que a 

segregação em ascos individuais ou peritécios não foi possível. Dentre estes 

trabalhos, apenas Mendes-Costa et al. 2004 (não publicado) conseguiram 

evidências de obtenção de recombinante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

36 

 

FIGURA 3 Análise de agrupamento (dendrograma) referente aos 5 ascos e 

seus respectivos ascósporos micromanipulados, baseada na 

similaridade genética entre os mesmos e os prováveis parentais. 
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Para melhor visualização dos resultados, optou-se por fazer uma análise 

de similaridade individual para cada asco, como se observa nas Figuras de 6 a 

10. 

Para o asco 1 (Figura 4), evidenciou-se uma similaridade de 78% com o 

parental 2 (linhagem 42) e 43% com parental 1 (linhagem B1). 

 
 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4 Dendrograma de similaridade genética relativa ao asco 1 com as 

linhagens B1 e 42. 

 

O asco 2 (Figura 5), apresentou uma similaridade de 58% com o 

parental 2 (linhagem 42) e 40% com o parental 1 (linhagem B1) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5 Dendrograma de similaridade genética relativa ao asco 2 com as 

linhagens B1 e 42. 
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Em relação ao asco 3 (Figura 6), pode-se observar uma similaridade de 

61% dos ascósporos com o parental 2 (linhagem 42) e 39% com parental 1 

(linhagem B1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 Dendrograma de similaridade genética relativa ao asco 3 com as 

linhagens B1 e 42. 
 

Para o asco 4 (Figura 7), o dendrograma revela que os recombinantes 

são similares em 63% ao parental 2 (linhagem 42) e apresentam 33% de 

similaridade com o parental 1 (linhagem B1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7 Dendrograma de similaridade genética relativa ao asco 4 com as 

linhagens B1 e 42. 
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Conforme se observou, o asco 5 (Figura 8) apresentou uma similaridade 

de 48% dos ascósporos com o parental 2 (linhagem 42) e 55% com o parental 1 

(linhagem 42). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8 Dendrograma de similaridade genética relativa ao asco 5 com as 

linhagens B1 e 42. 

 

Como se pode observar nas figuras anteriores, apenas o asco 5 esteve 

mais próximo ao parental 1 (linhagem B1), devido às segregações dos seus 

respectivos ascósporos que mantiveram os padrões de tal linhagem, porém 

nenhum se agrupou com um dos parentais. Confirma-se assim que todos os 

ascos avaliados são provenientes da hibridação sexual entre as linhagens B1 e 

42. Além disso, as estimativas de similaridade obtidas para todos os ascos com 

seus genitores encontram-se dentro dos limites inferior e superior dos intervalos 

de confiança estimados (Tabela 7), mostrando que os ascósporos de um mesmo 

asco são semelhantes entre si e divergentes em relação aos parentais (Figuras 4, 

5, 6, 7 e 8).  
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TABELA 7 Estimativas da similaridade genética de cada asco com as linhagens 

parentais e seus respectivos intervalos de confiaça. 

 

ASCO P1 (linhagem B1) P2 (linhagem 42) Erro Médio  
1    (0,32-0,43-0,54)**   (0,67-0,78-0,89)** 0,03648 
    
2   (0,27-0,40-0,53)**   (0,45-0,58-0,71)** 0,0448 
    
3   (0,27-0,39-0,50)**   (0,49-0,61-0,73)** 0,0405 
    
4   (0,20- 0,33-0,46)**   (0,50-0,63-0,76)** 0,0437 
    
5   (0,40-0,55-0,70)**   (0,33-0,48-0,63)** 0,0525 

** Significativo ao nível de 5% pelo teste de t. 

 

Observa-se que de um modo geral (Figuras 9 a 12), ocorreram 

segregações aberrantes na descendência de ascos individuais quando se avalia 

um único loco de RAPD. Na literatura, tem sido relatada a ocorrência destas 

segregações aberrantes em Neurospora, Sordaria e Ascobolos immersus (Olive, 

1963; Lamb & Wickramaratne, 1973; Kitani et al., 1962; Mitchell, 1955), 

trabalhos nos quais foram utilizados marcadores morfológicos e nutricionais. 

Estes resultados encontrados foram explicados a partir da teoria da conversão 

gênica, que se mostrou associada à recombinação, pois ascos com segregação 

anormal apresentaram permuta. Azevedo (1998) realizou uma revisão sobre o 

assunto e comentou que estas segregações aberrantes foram muito freqüentes 

para serem explicadas apenas por mutação e, mesmo se fosse mutação, ela 

deveria ser dirigida. 
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FIGURA 9 Padrão de bandas RAPD com o primer OPL-14, na análise do asco 

3 com os parentais, evidenciando uma segregação 6:2. 

 

 

 

 

 

FIGURA 10 Padrão de bandas RAPD com primer OPAR-3, na análise do asco    

                      1 com os parentais, evidenciando uma segregação de 7:1. 

 

 

 

 

FIGURA 11 Padrão de bandas RAPD com primer OPO-20, na análise do asco 3   

                      com os parentais, evidenciando uma segregação de 5:3. 

 

FIGURA 12 Padrão de bandas RAPD com primer OPL-4, na análise do asco 5 

com os parentais, evidenciando uma segregação de 4:4. 
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Há, na literatura, muitos outros trabalhos relacionados a este assunto, 

porém, nenhum lançou mão de marcadores moleculares, apenas marcadores 

morfológicos e fisiológicos (Roman,1958; Case & Giles, 1959, 1964; Strickland, 

1958; Marcou, 1969; Gutz, 1971; Abla, 1994; Lamb & Zwolinski, 1992; Lamb, 

1996; Detloff et al., 1991; Whit & Petes, 1993; Malone, 1992; Kolodkin, Klar & 

Stahl, 1986), superestimando assim segregações consideradas como normais 

(4:4; 2:2:2:2). Porém, mais sobre o assunto necessita ser pesquisado e analisado. 

Tomando-se como exemplo a Figura 10, verifica-se a ocorrência de 

recombinantes para os dois locos de RAPD indicados. Todos os descendentes, 

exceto o seis, apresentam bandas dos dois parentais, evidenciando a ocorrência 

de recombinantes. 

Deve ser mencionado que, na literatura, existem poucos relatos sobre a 

obtenção de recombinantes de G. cingulata f. sp. phaseoli e, nestes casos, não 

ficou comprovado que os descendentes obtidos eram realmente provenientes de 

cruzamentos. Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a hipótese 

levantada por Bryson et al. (1992), de que a assexualidade em C. 

lindemuthianum tem sido exagerada, principalmente devido à pequena amostra 

de isolados avaliados, o uso de culturas “velhas”, o fracasso em testar 

combinações de linhagens e as condições inadequadas da cultura. Portanto, 

esforços deverão continuar a ser dispendidos na identificação de linhagens que 

apresentem o ciclo sexual e na obtenção de recombinantes por meio de 

cruzamentos entre estas linhagens, o que facilitará muito o estudo genético e 

molecular em G. cingulata f. sp. phaseoli, e também contribuirá para o 

entendimento dos mecanismos de variabilidade deste patógeno, bem como nos 

estudos da herança da patogenicidade. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

- As linhagens 42 e B1 apresentaram-se compatíveis em cruzamento, 

produzindo peritécios férteis e viáveis. 

 

- Os resultados obtidos indicam que o fungo G. cingulata f. sp. phaseoli 

é pseudo-homotálico. 

 

- A obtenção de linhagens férteis permitirá estudos genéticos e 

moleculares em G. cingulata f. sp. phaseoli. 

 

- Os marcadores RAPD permitiram identificar recombinantes do 

cruzamento entre as linhagens 42 e B1 de G. cingulata f. sp. phaseoli. 
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        TABELA 1 A Matriz de 1 e 0 obtida pelos padrões de bandas dos parentais e dos      
ascos avaliados. 

 
Bandas* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
L15a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L15b 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L15c 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L15d 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M5a 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
M5b 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
M5c 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M5d 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
M5e 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
L4a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L4b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L4c 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L4d 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L7a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
M13a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M13b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M13c 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M20a 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
M20b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
M20c 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
O10a 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
AR10a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
AR11a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 
AR11b 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AR12a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
AR13a 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AR13b 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
AS12a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
AS12b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
AS3a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
AS6a 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AS6b 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
AS7a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS8a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
AS8b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
AS9a  0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONTINUA... 
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        TABELA 1A CONT.   
 
Bandas* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
AS9b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 
O20a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
O20b 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
O20c 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
BB19a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
BB4a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 
BB4b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
M9a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M9b 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
M15a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 
M10a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Z7a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
Z7b 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS13a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M19a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
M19b 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 
AT7a 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AO4a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AQ13a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
AQ13b 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AQ13c 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AR3a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
AT19a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 
AQ12a 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AQ19a 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
AQ19b 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONTINUA... 
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TABELA 1A CONT. 
 
Bandas* 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 
L15a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L15b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
L15c 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
L15d 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 
M5a 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M5b 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M5c 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M5d 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
M5e 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
L4a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
L4b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 
L4c 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 
L4d 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
L7a 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M13a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
M13b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M13c 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M20a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
M20b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
M20c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
O10a 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
AR10a 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
AR11a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AR11b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AR12a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
AR13a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AR13b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AS12a 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 
AS12b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 
AS3a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS6a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AS6b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AS7a 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS8a 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS8b 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS9a 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONTINUA... 
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TABELA 1A CONT. 
 
Bandas* 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 
AS9b 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
O20a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
O20b 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
O20c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
BB19a 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
BB4a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
BB4b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 
M9a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M9b 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
M15a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
M10a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Z7a 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Z7b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AS13a 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
M19a 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
M19b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
AT7a 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 
AO4a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AQ13a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 
AQ13b 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 
AQ13c 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
AR3a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AT19a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 
AQ12a 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
AQ19a 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
AQ19b 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
 
* Cada banda identificada pelo nome do primer seguida de uma letra do alfabeto. A letra “a” corresponde a 

banda de maior tamanho e as demais letras em ordem alfabética, indicam as bandas de tamanhos decrescentes. 
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                        TABELA 2A Similaridade genética observada entre as linhagens parentais e entre 

os ascos oriundos da linha de contato entre as colônias.  
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
1 100                     
2 0 100                    
3 49 76 100                   
4 50 75 97 100                  
5 49 76 100 97 100                 
6 49 76 96 97 96 100                
7 41 76 95 94 95 95 100               
8 49 81 98 97 98 96 95 100              
9 47 76 97 96 97 95 96 97 100             

10 50 77 97 96 97 95 94 99 96 100            
11 44 75 67 68 97 69 67 69 70 68 100           
12 45 75 70 71 67 72 68 72 71 71 96 100          
13 47 56 67 68 70 69 65 69 68 68 96 96 100         
14 44 57 65 67 67 68 63 68 66 66 95 95 98 100        
15 45 53 68 70 65 71 66 71 69 69 95 95 95 96 100       
16 47 54 70 71 68 72 68 72 71 71 96 97 96 95 98 100      
17 44 58 70 71 70 72 68 72 71 71 96 100 96 95 95 97 100     
18 43 57 70 71 70 72 68 72 71 71 96 97 96 95 95 97 97 100    
19 45 57 73 74 70 75 73 72 76 71 67 68 65 65 63 65 68 69 100   
20 45 57 79 80 73 81 80 73 82 78 65 66 67 64 62 64 66 66 93 100  
21 45 59 78 80 79 80 79 79 81 77 67 68 65 65 64 65 68 68 93 96 100 
22 51 63 75 77 78 77 76 78 78 74 63 64 67 61 59 61 64 64 93 96 95 
23 53 60 77 78 75 79 77 75 80 75 64 65 63 63 61 63 65 65 73 96 96 
24 58 63 77 78 77 79 77 77 80 75 64 65 64 63 61 63 65 65 70 97 96 
25 52 60 74 78 77 76 74 77 77 73 66 67 64 64 63 64 67 67 68 95 94 
26 52 62 77 75 74 79 77 74 80 75 64 65 66 63 61 63 65 65 66 97 96 

 27 36 60 69 70 65 72 70 75 70 63 66 68 67 62 63 65 67 64 70 76 73 
 28 38 62 67 68 67 75 72 77 68 65 68 69 68 63 64 66 69 66 68 73 70 
 29 37 63 68 69 68 72 73 70 69 66 66 67 66 64 62 64 67 64 66 72 68 
 30 37 58 64 65 64 70 69 67 65 65 67 68 67 65 63 65 65 65 70 70 66 
 31 37 62 67 68 67 69 72 68 68 65 68 69 68 65 64 66 69 65 68 73 70 
 32 36 60 65 67 65 72 70 66 66 64 69 67 69 66 65 67 63 66 69 72 68 
 33 37 64 68 70 68 70 73 68 69 67 64 65 64 67 63 65 55 67 69 72 69 
 34 54 62 67 68 67 72 72 67 68 65 68 69 68 62 64 66 69 62 69 73 70 
 35 49 56 77 76 77 77 75 75 76 73 64 63 64 66 61 63 63 66 70 79 76 
 36 54 55 72 71 72 72 72 70 71 68 57 55 57 62 53 55 55 63 76 76 73 
 37 53 51 76 75 76 74 74 74 75 72 62 60 62 55 58 66 60 55 73 73 70 
 38 53 53 75 74 75 73 73 73 74 71 58 60 58 56 55 57 60 60 73 75 71 
 39 55 54 76 75 76 76 74 73 74 72 62 61 62 60 59 61 61 57 75 78 74 
 40 53 58 76 77 76 78 76 76 77 75 66 64 66 64 63 64 64 57 77 80 77 
 41 53 55 72 73 72 72 72 72 73 71 60 59 60 58 57 59 59 61 75 76 73 
 42 58 48 71 71 71 71 69 69 70 68 59 57 59 57 55 57 57 59 78 75 72 
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                         TABELA 2A CONT.                                                                                                                 

 

 

 

 
 

 

 

 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 
22 100                     
23 95 100                    
24 98 100 100                   
25 98 97 97 100                  
26 96 100 100 97 100                 
27 98 76 76 75 70 100                
28 74 72 72 72 76 95 100               
29 71 71 71 70 72 93 98 100              
30 69 69 69 68 71 96 96 95 100             
31 67 72 72 72 69 95 100 98 96 100            
32 71 71 71 70 72 92 98 96 95 98 100           
33 69 72 72 71 71 96 95 93 92 95 93 100          
34 70 72 72 72 72 68 100 98 96 100 98 95 100         
35 71 76 76 75 76 67 64 62 60 64 65 63 64 100        
36 75 73 73 72 73 63 63 64 59 63 64 62 63 93 100       
37 72 70 70 69 70 62 59 60 55 59 60 58 59 91 89 100      
38 71 71 71 71 71 66 58 59 54 58 56 60 58 90 91 92 100     
39 72 75 75 74 75 66 62 60 58 62 63 64 62 96 94 90 94 100    
40 76 78 78 77 78 70 66 64 62 66 67 68 66 93 91 88 92 97 100   
41 74 73 73 72 73 67 63 64 59 63 64 65 63 86 90 88 93 90 93 100  
42 73 72 72 72 72 63 59 57 55 59 60 58 59 91 89 91 92 93 90 88 100 


