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RESUMO

MANN, Renata Silva. Diversidade do Complexo Colletotrichum e de
cultivares de algodoeiro por meio de marcadores moleculares. Lavras:
UFLA, 2001.(Tese-Doutorado em Fitotecnia)*.

Em anos recentes, com a tecnificagdo da lavoura algodoeira, novas variedades
tém sido liberadas para cultivo comercial e isso tem gerado uma grande
preocupagdo com os aspectos relacionados a sanidade e protegdo que sdo
importantes para o sucesso do sistema de produgdo, bem como para a
comercializagio de sementes. Nesse ambito 4 trabalhos de pesquisa foram
conduzidos na Universidade Federal de Lavras (UFLA), e na Brigham Young
University (BYU). Em um dos trabalhos a viabilidade do uso de marcadores
moleculares do tipo AFLP, foram empregados na diferenciagdo de 10 isolados,
do Complexo Colletotrichum, sendo S causadores da antracnose (Colletotrichum
gossypii) e 5 causadores da ramulose (C. g. var. cephalosporioides). Foi
verificado que por meio da utilizagdo de marcadores moleculares do tipo AFLP
é possivel diferenciar os isolados causadores da ramulose. No segundo trabalho
avaliou-se a variabilidade de 49 isolados do Complexo Colletotrichum do
algodoeiro. Alta variabilidade foi encontrada, em que valores de similaridade
variaram de 10,85% a 99,03%. No terceiro trabalho, avaliou-se a similaridade
genética de 11 variedades de algodoeiro IAC-22, ITA-90, ITA-96, Precoce
(Epamig-5), Precoce Liga, Precoce Alva, Redengdo, Delta Opal, IAC-20, IAC-
21 e Deltapine, por meio de marcadores moleculares do tipo AFLP e marcadores
bioquimicos de proteinas extraidas pelo calor. Os marcadores AFLP detectaram
baixo polimorfismo e agruparam as cultivares, em fung¢do do grau de parentesco
e da precocidade. Os marcadores bioquimicos foram polimoérficos, € apresentam-
se como uma alternativa para a obtengdo de descritores bioquimicos. No quarto
trabalho, foi estimada a Capacidade Especifica de Interagéo (CEI), a Capacidade
Geral de Reagdo (CGR) e Capacidade Geral de Agressividade (CGA), por meio
de dados de patogenicidade obtidos de isolados de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides inoculados em diferentes cultivares de algodoeiro, visando a
avaliar a estabilidade do descritor reagdo a4 ramulose. Da forma como esse
marcador vem sendo empregado, 0 mesmo de mostra instavel, uma vez que
novos isolados mais agressivos existem, os quais nem sempre s3o testados nos
experimentos de langamento de novas cultivares.

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Anténio Carlos Fraga — UFLA.
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ABSTRACT

MANN, Renata Silva. Diversity of the Colletotrichum complex and cotton
cultivars by molecular markers. Lavras: UFLA, 2002. 146 p. (Thesis — Doctor
degree in Crop Science*).

Recently with the implantation of cotton planting technology, new varieties have
been released for commercial cultivation. This has caused concern with topics
related to health and protection that are important for the success of the
production system, as well as for seed commercialization. Thus four research
studies were carried out at the Federal University of Lavras (Lavras-MG, Brazil)
and at Brigham Young University (Provo-UT, USA). In one of the studies the
viability of the use of AFLP type molecular markers was used to differentiate
ten isolates of the Colletotrichum complex, five that cause anthracnose
(Colletotrichum  gossypii) and five that cause ramulose (Cg. var
cephalosporioides). AFLP type molecular markers could differentiate the
ramulose-causing isolates. In the second study the variability of 49 isolates of
the cotton Colletotrichum complex were assessed. High variability was found
where similarity values varied from 10.85% to 99.03%. In the third study the
genetic similarity was assessed in eleven cotton varieties, IAC-22, ITA-90,
Precoce (Epamig-5), Precoce Liga, Precoce Alva, Redengdo, Delta Opal, IAC-
20, IAC-21 and Deltapine by AFLP type molecular markers and heat extracted
protein biochemical markers. The AFLP markers detected low polymorphism
and permitted grouping of the cultivars by the degree of parentesco and
earliness. The biochemical markers were polymorphic and presented an
alternative to obtain biochemical describers. In the fourth study, the Specific
Interaction Ability (SIA), General Reaction Ability (CGA), and General
Aggressivity Ability were assessed by pathogenicity data obtained from
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides isolates inoculated in different
cotton cultivars, to assess the stability of describer resistance to ramulose. This
marker has been shown to be unstable in the way it has been used, as new more
aggressive isolates exist, which are not always tested in experiments for new
cultivar release.

* Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimarges Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross
Stevens — Brigham Young University, Dr. Antonio Carlos Fraga — UFLA.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Com a expansio e tecnificagdo da lavoura algodoeira a qualidade
fitossanitaria e caracteristicas agrondmicas de uma cultivar sdo importantes
aspectos a se considerar quando se visa & produtividade dessa cultura,
principalmente nas condigdes de cultivo no Brasil, onde existe diversidade de
clima e de patogenos.

Dentre os patégenos que comprometem o desenvolvimento de culturas, os
fungos sdo responsiveis pelas maiores perdas na agricultura, ¢ a alta
variabilidade e complexidade desses microrganismos tem levado pesquisadores
a concentrarem esforgos no sentido de detectar e identificar tais organismos.

Patégenos associados as sementes, como Colletotrichum gossypii (South) e
Colletotrichum gossypii (South) var. cephalosporioides A. S. Costa, causadores
da antracnose e ramulose em algodoeiro, sdo de dificil identificagéo e distinggo,
e requerem métodos detalhados, répidos e seguros em testes de sanidade.

Virios estudos tém enfatizado a importincia e a versatilidade do uso de
marcadores moleculares para a identificagdo de patogenos (Vieira, 1996; Silva-
Mann et al., 2002). No entanto, vérios aspectos ainda necessitam ser melhor
pesquisados. Nesse sentido, os dois primeiros capitulos desse trabalho tratam da
diferenciagéio entre os microrganismos causadores da antracnose € ramulose em
algodoeiro, e da variabilidade desses avaliada por meio de marcadores
moleculares e morfolégicos, quando os mesmos estio em associagdo com
plantas e sementes.

Além dos aspectos fitossanitirios, as sementes agregam caracteristicas
agrondmicas que sdo um somatério do trabalho conjunto de vérios profissionais

dentro do sistema de produgdo. Assim a protegdo e registro de cultivares de



algodoeiro, podem assegurar direitos sobre materiais desenvolvidos, e para isso
uma série de marcadores morfologicos e fisiolégicos tém sido indicados, dentre
eles a reagdo a doengas. Entretanto, esses descritores em determinadas situagGes
podem apresentar-se instaveis, em fun¢do das condi¢des ambientais e das
interagdes entre patogenos e hospedeiros.

Tem sido crescente a busca de caracteristicas distintas, estiveis e
homogeéneas; e que sirvam como descritores de cultivares. Algumas proteinas
especificas tém sido sugeridas pela ISTA (International Seed Testing
Association, 1996) e a AOSA (Association of Oficial Seed Analysis, 1991) para
as diferentes espécies.

Padrdes de expressdo de proteinas durante o desenvolvimento das sementes
tém sido estudados para a cultura do algodoeiro, como a descri¢do de um grupo
de proteinas, robustas, hidrofilicas, que se acumulam durante os tltimos estddios
de desenvolvimento da semente e de natureza altamente conservada,
supostamente relacionadas com tolerdncia a dessecagdo (Kigel & Galili, 1995).
Essas' ttm mostrado padrdes eletroforéticos varidveis entre cultivares e em
sementes se mostram estaveis e homogéneas, apresentando-se como descritores
promissores para a caracteriza¢do de cultivares.

Desta forma, os dois capitulos finais abordaram temas como o tipo de
resisténcia envolvida na relagdo patdgeno-hospedeiro com a finalidade de
averiguar a estabilidade e homogeneidade deste tipo de descritor na certificagdo
e protegdo de cultivares e a viabilidade do uso de métodos eletroforéticos de
proteinas resistentes ao calor e de marcadores AFLP para a identificacdo de

cultivares de algodoeiro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Etiologia e sintomatologia de C. gossypii (South) e Colletotrichum
gossypii (South) var. cephalosporioides A. S. Costa

O género Colletotrichum engloba muitas espécies que causam doengas
denominadas antracnoses na maioria das espécies cultivadas e plantas
omamentais (Bailey & Jeger, 1992). As espécies deste género t&m sido usadas
por muitos anos em estudos relacionados com a diferenciagéo de fungos e
interagbes entre planta e patégeno. Durante a colonizagio de plantas
hospedeiras, os fungos fitopatogénicos exibem diferentes modos de nutrigdo:
biotréfico, no qual os nutrientes sdo obtidos de células hospedeiras vivas,
necrotréfico, onde os nutrientes sdo obtidos de células mortas do hospedeiro, ¢
hemibiotréfico, no qual o patégeno inicialmente mantém as células vivas, mas as
mata nos ultimos estigios de infec¢do. Essas estratégias nutricionais sdo
exibidas por espécies pertencentes ao género Colletotrichum, e esse processo de
infecgdo, colonizagio, e reprodugdo do patégeno € conhecido como patogénese.
Em adigdo, esses fungos desenvolvem uma série de estruturas de infecgdo
especializadas incluindo tubos germinativos, apressérios, hifas intracelulares e
hifas necréticas secundérias (Kimati, 1980).

Espécies do género Colletotrichum produzem tipicamente conidios
unicelulares hialinos e alongados. Os conidios podem ser retos ou alantoides, as
setas pontiagudas de coloragdo castanha, podendo ser férteis, encontradas mais
comumente nos acérvulos (Ainsworth et al., 1973; Alexopoulos & Mims, 1962;
Muchovej & Muchovej, 1989, Menezes & Oliveira, 1993).

Colletotrichum gossypii e o seu teleomorfo Glomerella gossypii
inicialmente tinham sido descritos num grupo 4 parte de C. gloeosporioides ¢ G.

cingulata (Watkins, 1981), apesar de alguns estudos indicarem este como sendo



uma espécie (Arx, 1957). No entanto, estudos recentes suportam a teoria de que
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides se trata de um grupo distinto
(Sutton, 1992).

Colletotrichum gossypii (South.) e Colletotrichum gossypii (South) var.
cephalosporioides A. S. Costa, agentes causal da antracnose e ramulose,
assumem grande importdncia na cultura do algodoeiro. Ambos sdo
freqilentemente transportados, tanto externa como internamente, pelas sementes
de algodoeiro, que se constituem na principal via de disseminag@o desses
patdgenos (Lima et al., 1985; Tanaka, 1995).

Esses organismos podem causar tombamento de pds-emergéncia,
atacando o hospedeiro sempre no inicio do seu desenvolvimento, ocasionando
redugdio do estande, pela sintomatologia, esses microrganismos se mostram
distintos (Costa, 1937). A sintomatologia descrita para Colletotrichum gossypii é
a de lesbes escuras e deprimidas nas magds do algodoeiro, envolvendo todo o
fruto. Dessa forma, o fungo também infecta as sementes que, posteriormente,
originam plantulas com leses avermelhadas na regido do colo e raiz enegrecida.
Dependendo das variedades de algodoeiro empregadas, as plantulas podem
reagir ou morrer, provocando redugdes no estande (Bitancourt, 1935; Pizzinato,
1987; Dudienas, 1990, Teixeira, 1995).

O agente causal da ramulose, Colletotrichum gossypii  var.
cephalosporioides, em plantas jovens mostra sintomas mais rapidamente, sendo
esses caracterizados por superbrotamento dos galhos, tonando a planta com um
aspecto ramalhudo, porte baixo, galhos contorcidos e dilatados, folhas
encarquithadas e deformadas. As folhas apresentam 4reas cloréticas que
evoluem para lesdes necréticas arredondadas, alongadas ou angulares, 3s vezes,
acompanhadas de perfuragdes. As lesdes necréticas, deprimidas ou elevadas,
algumas vezes fendilhadas, sdo observadas nas hastes e nos peciolos das folhas.

Nos estiddios mais avangados, o patdgeno causa a morte da gema apical,



estimulando as gemas axilares a formarem nimero excessivo de gathos,
reduzindo conseqiientemente a frutificagio (Abrahdo & Costa, 1949; Abrahdo,
1961; Drumond, 1961; Kimati, 1980; Costa & Fraga Junior, 1937; Tanaka,
1990; Dudienas, 1990; Tanaka, 1995).

A ramulose assume um importante papel em virtude das perdas que
ocasionam 4 cultura do algodoeiro, apds o estabelecimento dos plantios, que na
maioria das vezes nio podem ser reparadas (Kimati, 1980; Watkins, 1981;
Tanaka & Menten, 1991; Pizzinato et al., 1994; Santos et al., 1993). No entanto,
essa importincia depende também das variedades empregadas, das condig3es
climaticas, especialmente o alto indice pluviométrico e temperaturas entre 25 a
30° C (Kimati, 1980; Carvalho et al., 1988, 1986). Nessas condi¢3es a produgio
pode se reduzir fortemente ou ser quase nula (Abrahdo & Costa, 1949; Abrahio,
1952; Cia, 1977).

Empregando-se testes de patogenicidade nem sempre se consegue
discernir com clareza, quais s3o os patdgenos envolvidos na sintomatologia de
antracnose € de ramulose (Chitarra, 1996), por causa das variagbes na
agressividade dos isolados (Dudienas, 1990; Tanaka, 1990; Tanaka & Menten,
1991).

Apesar de a ramulose ocupar um lugar de destaque entre as doengas que
causam perdas em algodoeiro, em resultados dos testes de sanidade em rotina em
sementes de algodoeiro, em geral apenas se relata a presenga de Colletotrichum
gossypii, sem que se especifique qual a variedade de patdgeno que ocorre
(Chitarra, 1996).

Isso pode gerar problemas futuros nos campos de produgdo, onde os
padrdes indicam que a ocorréncia de 3 plantas apresentando ramulose, pode
levar ao cancelamento desses campos, ocasionando sérios prejuizos imediatos na
produtividade das lavouras ou perdas; e ainda podem comprometer futuros

plantios, pela contaminag@o do solo pelos restos culturais € sementes.



2.2 Mecanismos de variabilidade dos fungos

Para a identificagdo e detecgdo de fungos fitopatogénicos, o
conhecimento das estratégias que os mesmos langam para ampliar variabilidade
€ conseqiientemente alcangar adaptabilidade é de grande importincia. Essa
variabilidade, quando avaliada, auxilia o fitopatologista na escolha do método de
controle do patdgeno, na escolha de metodologias em programas de
melhoramento visando 2 resisténcia e especificamente em patologia de
sementes, auxilia na escolha de técnicas mais adequadas para identificagdo
desses microrganismos possibilitando diagnoses mais seguras.

A grande variabilidade que tem sido observada em fungos se expressa na
maioria das vezes nos caracteres fenotipicos, os quais podem ser analisados
usando testes morfoldgicos ou de patogenicidade. Hansen & Snyder em 1943
analisando a instabilidade em culturas fiingicas isoladas da natureza, observaram
que mais da metade dos isolados (916), obtidos com base em um tinico esporo
variou rapidamente na morfologia da col6nia, no estado conidial passando de
uma produgdo de conidios abundantes para um estado micelial com poucos
conidios e abundantes hifas aéreas, sob condi¢gdes de ambiente controlado.
Muitos autores tém observado tais mudangas em diversos fungos, como por
exemplo, os pertencentes ao género Fusarium e Colletotrichum (Bailey & Jeger,
1992). Essas mudangas ainda se estendem a alteragdes na especificidade por um
determinado hospedeiro, no qual as progénies obtidas com base em um tnico
esporo (teliosporos) de Ustilago hordei, foram capazes de infectar um grande
numero de cultivares de cevada (Pederson & Kiesling, 1979).

Ap0s sucessivos cultivos in vitro de isolados que tiveram origem de um
unico esporo de Magnaporthe grisea, patégeno de arroz, os mesmos
apresentaram variagdes nos testes de patogenicidade para outras gramineas e

também para o arroz (Giatogong & Frederikson, 1969). Para alguns



pesquisadores essa variagdo patogénica néo tem sido aceita (Levy et al., 1991),
ou ainda reduzem sua importincia como um evento genético, ou sugerindo que
tais variagBes sejam de ordem experimental, como erros no isolamento dos
microrganismos. Tem se constatado que esse mesmo fungo produz alta
freqiiéncia de mutantes morfoldgicos, freqii€éncia essa, diferente daquelas
esperadas pela segregagdo mendeliana, com outras culturas obtidas por um tinico
esporo. Mudangas no genoma de microrganismos como 0s fungos filamentosos,
levam a uma série de variagBes fenotipicas que ndo sdo facilmente explicadas
pelos mecanismos mendelianos de segregagéo.

Essa ampla variabilidade encontrada nos fungos pode ser explicada em
parte, pela forma de reprodugo. Quando o fungo apresenta reprodugéo sexual,
que é a principal fonte de variabilidade na natureza, ele pode ser classificado
como sendo a forma sexual, teleomérfica ou meiospérica. Quando a reprodugéo
sexual ndo estd presente em seu ciclo de vida ele pode ser classificado como a
forma assexual, anamérfica ou mitospérica. Tanto as formas meiospéricas como
a mitospérica sdo altamente varidveis e podem ser diferenciadas em tipos
fisiolégicos e genéticos (Sutton, 1992).

A reprodugdo sexual nem sempre ¢ a unica fonte de variabilidade em
fungos na natureza, também existem relatos de fungos mitospéricos, isto é, sem
o estigio sexual, que apresentam grande variabilidade quando cultivados em
laboratério ou no campo. Um estudo realizado por McDonald e Martinez (1990),
em Mycosphaerella graminicola, usando 93 isolados obtidos de um unico
campo de produgdo foram identificados como dois haplotipos distintos,
definidos por 12 locos de RFLP. A mutagfo 4 a fonte bésica de variagio e a
heterocariose, que ¢ a fusdo de niicleos de dois microrganismos, € a fusdo de
citoplasmas podem ser citadas como outras fontes de variagdo. Essa variagdo
entre isolados de um campo, onde os fungos apresentam reprodugdio assexual,

parece ser bem comum, e tem sido relatada em fungos que apresentam meiose



em parte do seu ciclo de vida, e também em fungos em que a meiose nio ¢é
relatada. Tal variagdo pode ser explicada pela necessidade em se ampliar
variabilidade, que para o microrganismo € sinal de adaptabilidade. Isso tem sido
observado em Fusarium oxysporum que se reproduz inteiramente por processo
assexual e mostra extrema variagdo no niimero de cromossomas. J4 na forma
sexual de F. solani (teleomorfo = Nectria haematococco), pode-se observar um
menor grau de variaggo.

Outra fonte de variabilidade é a ocorréncia do ciclo parassexual e
anastomose, ou seja, unido de hifas com posterior passagem de micleos de uma
célula para outra. Esses eventos podem levar a diploidizagdo e 4 recombinaggo
génica seguida pela haploidizagdo vegetativa, sem que ocorra a reprodugio
sexual (Roca Magallanes, 1997).

A recombinagfo sexual por meio do ciclo sexual, também tem sido
relatada como fonte de variabilidade, como exemplo pode-se citar a ocorréncia
de formas variantes em populagdes naturais de Phytophthora nicotianae e P.
cactorum, cujo caréter hibrido dos progenitores pode ser confirmado por meio
da anélise de isoenzimas (Veld et al.,, 1998). Outros mecanismos que podem
ampliar a variabilidade em microrganismos s3o o polimorfismo cromossémico e
a ocorréncia de transposons (Kistler & Miao, 1992).

O polimorfismo cromossémico tem sido detectado com mais freqiiéncia
com o advento da eletroforese de campo pulsado (PFGE), gragas ao reduzido
tamanho dos cromossomas das espécies fiingicas, que nem sempre sio vistos ao
microscépio. Trata-se de uma técnica de cariotipagem que separa os
cromossomas das espécies em um gel de eletroforese de acordo com o seu
tamanho. Como resultado sfo obtidos os chamados cariétipos moleculares,
mostrando tanto variagdo no niimero, como no tamanho dos cromossomas
(Kistler & Miao, 1992). Assim tem sido possivel identificar uma grande

alteragdo no grau de polimorfismo de cromossomas em populagdes naturais de



fungos fitopatogénicos. Masel e colaboradores (1990) encontraram por meio da
eletroforese de campo pulsado, em Colletotrichum gloeosporioides isolados de
Stylosanthes, um grande polimorfismo cromossdmico. Esse procedimento
também foi relatado com Ustilago maydis coletado em Minesota (USA) e na
China. Todos os isolados tinham o mesmo cari6tipo molecular, no entanto,
apenas um mostrou um rearranjo, sugerindo uma translocagdo reciproca
(Kinscherf & Leong, 1988). Essa translocagdo trata-se de um evento no qual
ocorre a transferéncia de um segmento de um cromossoma para outro nio
homoélogo, e quando os dois cromossomas trocam partes entre si, tem-se a
translocag#o reciproca (Guerra, 1988).

Essa alteragdo no polimorfismo de cromossomas pode ocasionar
alteragdes fenotipicas. A alteragio cromossémica potencialmente afeta o
fen6tipo, como notado em Cochliobolus heterostrophus. Alguns isolados do
patégeno produzem uma toxina seletiva para genétipos de milho com macho-
esterilidade citoplasmética do tipo Texas. O caridtipo eletroforético desses
isolados sugere a ocorréncia de translocagdes, que podem estar relacionadas com
a habilidade do fungo em produzir a toxina, tornando-se extremamente
patogénico (Tzeng et al., 1992).

Em algumas espécies, além dos cromossomas que compdem o caridtipo
normal, ditos cromossomas A, aparecem cromossomas extras, geralmente
pequenos e heterocrométicos, chamados cromossomas B, cromossomas
extranumerarios, cromossomas acessérios ou ndo essenciais. Nas espécies que
possuem esses cromossomas, o nimero deles por individuo é muito varidvel. A
ocorréncia desses cromossomas B também tem sido sugerida em fungos. Um
cromossoma extranumerério que tem sido relatado é o cromossoma de 1,6 Mb
de Nectria haematoccoca, que contém dois genes pda e mak 1, envolvidos na
patogenicidade (Miao et al.,1989). Os cromossomas B sdo conhecidos por

conterem a maioria do DNA repetitivo € poucos genes, e esta se tornando claro



que eles ndo sdo inteiramente inertes, isto ¢, sem expressdo (Kistler & Miao,
1992).

Tais cromossomas tém sido relatados em patégenos de animais e plantas.
No entanto, a descoberta de que cromossomas B podem carregar genes de
aviruléncia tem introduzido novos conceitos sobre a variabilidade em fungos
fitopatogénicos, que também pode ser expressa em estratégias para atacar o
hospedeiro (Kistler & Miao, 1992).

A ocorréncia de plasmidios também tem sido relatada em fungos, e pode
ser exposta como mais um fator para ampliar variabilidade. Em fungos
filamentosos, os plasmidios sZo quase todos de localizagio mitocondrial. Estes
sdo geralmente benignos, mas algumas vezes agem como parasitas letais. Sio
transmitidos horizontalmente por heterocariose de organismo para organismo.
Alguns alelos podem prevenir essa transmissdo, outros facilitd-la, eliminando o
plasmidio ou regulando sua atividade. Plasmidios tém sido transmitidos de
Neusrospora intermedia para N. crasa por anastomose afetando seu fen6tipo
(Kistler & Miao, 1992).

Outro fator que tem levado fungos fitopatogénicos a ampliar a
variabilidade € o estresse ambiental. Um dos variantes morfolégicos de Ustilago
hordei apareceu apés incubagio a 52° C por 2 a 10 minutos, consegiientemente
tendo seu carié6tipo eletroforético alterado. Esse evento esta relacionado com a
perda de partes cromossémicas, conseqiientemente afetando a expressdo dos
genes (Kistler & Miao, 1992).

Além dos fenémenos anteriormente relatados, que levam a alteragGes no
material genético, os fungos filamentosos também podem conter os chamados
genes saltadores ou transposons. Kinsey & Helber (1989), foram os primeiros a
isolar um transposon de um fungo filamentoso. Neste estudo pode-se observar a
ruptura de um gene denominado am do fungo Neurospora, que codifica para a

enzima glutamato desidrogenase, pela inser¢@o de um transposon.
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Com base nos relatos anteriores pode-se verificar que existe uma série de
eventos que possibilitam aos fungos alteragdes nos seus genomas € Com isso
ampliar variabilidade. Tais descrigSes permitem uma melhor compreenséo de
todos os fatores que podem estar envolvidos quando avaliamos populagdes
fiingicas, bem como as interagSes de microrganismos em associagdo com

plantas.
2.3 Técnicas empregadas na diagnose de fungos em sementes

A anilise da sanidade permite identificar e quantificar os
microrganismos associados as sementes. Fungos representam o maior grupo,
seguido pelas bactérias e em menor proporgio pelos virus e nematodides. Esses
microrganismos podem ser transportados aderidos  superficie da semente, no
seu interior ou como parte de material inerte.

Até uma década atris, a detecgdo e identificagio de patogenos era
limitada a métodos classicos, que requeriam grande habilidade e conhecimento
de taxonomia. Para a diagnose desses patégenos em sementes, testes eram
efetuados visando a estimular esses microrganismos, a produzirem estruturas
que permitiam sua idg\(ﬁﬁcaqﬁo. Testes como o blotter test, ainda tem sido
realizado como anslise de rotina, para quase todas as espécies na avaliagio do
estado fitossanitario das sementes. Esses métodos, apesar de serem padronizados
como testes de rotina, apresentam limitagSes, pois nem sempre permitem a
diagnose precisa em termos de subespécie, variedades e ragas (T anaka &
Menten, 1988; Tanaka, 1995 e Vieira, 1996).

Visando a uma melhor diagnose de patégenos em sementes, alguns
estudos tém sido realizados, como sugestdo de novas metodologias de diagnose.
Dentre essas cita-se a investigagdo sobre a caracterizagdo morfologica,

auxonografica e patogénica de organismos como Colletotrichum gossypii e C
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gossypii var. cephalosporioides (Costa, 1939; Tanaka & Menten, 1988; Sutton,
1980; Dudienas, 1990 e Tanaka, 1995). No entanto, esse tipo de investigagio
apresenta limitagdes quando se focaliza a andlise de rotina, pois algumas
investigages exigem descrigbes detalhadas de requerimentos nutricionais, bem
como morfologia de estruturas como conidios e setas, que pode ser afetada pelas
condigdes de cultivo, bem como com a experiéncia do analista.

A detecgdo e identificagdo de fungos fitopatogénicos tem aumentado em
importincia pela demanda de material de propagacio livre de pat6genos. Isso
ocorre principalmente como resultado da necessidade em se reduzir a quantidade

de quimicos para eliminaggo de patégenos.

2.3.1 Técnicas moleculares utilizadas na identificacdo e diferenciacio de

fungos

O uso de técnicas moleculares no estudo de fungos fitopatogénicos se
iniciou com o trabalho de Kozlowski & Stepien (1982) com o objetivo de
elucidagdo taxondmica empregando o fungo Aspergillus Spp.

Essas técnicas tém sido empregadas na anélise da diversidade genética e
no estudo das relagGes intra e interespecificas de diferentes espécies, populagdes
e individuos. Estudos dessa natureza tém sido efetuados pela andlise de
macromoléculas por meio do uso de marcadores moleculares, os quais se
baseiam na variagio encontrada em proteinas ou na prépria seqii€ncia de bases
nitrogenadas que comp&em os 4cidos nucléicos, DNA e RNA (Schots et al.,
1994).

Por um grande periodo de tempo as isoenzimas e demais proteinas foram
os marcadores moleculares mais escolhidos (Alfenas, 1992; Crous et al., 1993;
El-Gholl et al., 1993; Kaufmann & Weidemann, 1996). No entanto, com o
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advento cada vez mais rapido do conhecimento em biologia molecular, os
principais alvos passaram a ser as moléculas de 4cidos nucléicos.

Os 4cidos nucléicos possibilitam melhor entendimento da complexidade
de fatores, que podem influenciar a variabilidade desses microrganismos. Essa
variabilidade, que pode ser traduzida como estratégias de adaptabilidade e
patogenicidade, exigem por parte dos pesquisadores o desenvolvimento de
técnicas diferenciadas, que tém como base o uso de marcadores moleculares
(Schots et al., 1994).

Esses marcadores podem ser usados para avaliar niveis de diversidade
genética e relagdes filogenéticas, para identificar ragas e patétipos.

Em alguns casos, 0 RNAds (RNA de dupla fita), tem sido usado como
um marcador molecular para elucidar relagdes entre diferentes isolados fiingicos.
Alguns aspectos importantes desse marcador sdo certa estabilidade e a facil
purificagdo. Sete isolados de C. gloeosporioides, infectando Stylosanthes spp.,
na Austrilia foram avaliados por essa técnica, detectando-se dois grupos
distintos de isolados. Como esse RNAds pode ser transmitido facilmente entre
esses dois isolados, ainda foi possivel se inferir sobre a ocorréncia de
anastomose entre os isolados (Manners et al., 1992).

Para algumas espécies de fungos, a anélise de DNA mitocondrial tem
possibilitado a identificagdo de consideravel variag@o entre isolados, no entanto
em alguns casos apenas possibilita diferenciagio entre espécies (Bruns et al,,
1998). Ainda possibilitou a separagdo de Phythophtora spp. de acordo com a
origem geografica e¢ planta hospedeira (Foster & Coffrey, 1990) e ainda
possibilitou a identificagido de espécies de Aspergillus spp. e Sclerotinia spp.
(Kohn et al., 1988; Kozlowski & Stepien, 1982).

Outra técnica que tem sido utilizada é a de RFLP “Restriction Fragment
Length Polymorphisms” que se baseia nas diferengas na seqiiéncia priméria do

DNA nos sitios de clivagem especificos das enzimas de restri¢do (Carder &
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Barbara, 1991; Kessler, 1987; Michelmore & Hulbert, 1987). Tais diferengas
causam variagdes nos tamanhos dos fragmentos que sio produzidos por
tratamento do DNA com enzimas de restrigdo. Este tipo de técnica é titil quando
o DNA ¢ isolado de partes especificas da célula, como 0 DNA mitocondrial.
Entretanto, quando se utiliza 0 DNA como um todo, como na maioria dos casos,
o uso de sondas (fragmentos marcados de DNA) ¢ essencial para visualizagdo de
polimorfismo. A hibridagdo com sondas de DNA gendémico, digerido por
enzimas de restrigdo, € chamada hibridizagdo Southern (Southern, 1975). Nessa
técnica, todos os fragmentos de DNA presentes em um gel s3o desnaturados em
uma solug@o bésica e transferidos para uma membrana de nylon ou nitrocelulose
(Southern Blot). A membrana ¢ incubada com uma sonda previamente marcada
e desnaturada sendo que, em condigdes de estringéncia, a sonda se liga somente
aos fragmentos, para os quais, a mesma mostra homologia. As sondas podem ser .
derivadas de regibes repetitivas do genoma da espécie em questdo, que sdo
altamente varidveis (microssatélites), ou de alguma espécie taxondmica
relacionada (nesse caso, a anilise é chamada “DNA fingerprint”). Pode ser
também derivada de genes funcionais, do DNA ribossomal, DNA mitocondrial,
ou fragmentos aleatérios de uma biblioteca gendmica. A similaridade entre as
espécies de isolados analisados é medida pelo niimero de bandas que elas tém
em comum. Um dos primeiros exemplos do uso de RFLPs para a caracterizagio
de fungos € o trabalho de Manicon e colaboradores (1987), que diferenciou
espécies e forma especiales de Fusarium.

RFLPs de DNA mitocondrial corresponderam diretamente & forma
especiales de Fusarium oxysporum (Kistler et al., 1987) e ainda permitiram a
identificagdo de uma linhagem Pythium ultimum (Martin, 1989), bem como a
diferenciagdo dos tipos agressivos dos ndo-agressivos de Ophiostoma ulmi

(Hintz et al., 1991).
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O termo “DNA fingerprint” tradicionalmente se refere @ obtengdo de
padrdes tinicos de RFLPs pelo uso de sondas que se ligam a regides repetitivas
do genoma, que sdo em geral, altamente varidveis (Charlesworth et al., 1994).
Jeffreys e colaboradores (1987) usaram o termo “DNA fingerprint” para
descrever os perfis de RFLP tnicos que foram obtidos para cada individuo/
espécie, utilizando sondas capazes de se ligarem a minissatélites. Observou-se
que essa técnica é mais sensivel do que as mais tradicionais, a exemplo das
isoenzimas ou compatibilidade de heterocarions (Descenzo & Harrington, 1994).
“DNA fingerprint” tem sido usado para caracterizar ou resolver problemas
taxondmicos em varios fungos filamentosos, como Aspergillus niger,
Trichoderma harzanium e Penicillium spp. (Kusters-van Somere et al., 1991;
Meyer et al, 1991). Fragmentos de biblioteca gendmica de Rhizoctonia solani
que se ligaram a regides repetitivas distinguiram grupos de anastomose nessa
espécie. Anteriormente, a utilizagdo dessas técnicas para a identificagdo de
grupos de anastomose era muito demorada (Balali et al., 1996).

Clones de uma biblioteca genémica foram isolados com uma sonda para
estudar a diversidade genética de isolados australianos de mildio da uva,
Uncinula necator. Essas sondas diferenciaram grande parte dos isolados
classificando-os em dois grupos originados de introdugdes na Australia (Evans
etal., 1997).

Anélises de RFLPs de seqiiéncias conservadas do DNA ribossomal t€ém
sido utilizadas para estudar relagdes filogenéticas entre organismos distantes e
eventos evoluciondrios antigos. Por ser constituido por regies que envolvem
velocidades diferentes de evolugdo, essas regides séo consideradas como um
conjunto de crondmetros cada uma oferecendo diferentes perspectivas da
histéria evolucionéaria de um organismo (Woese, 1987).

Espécies do género Pleurotus foram analisadas por meio de RFLP

utilizando DNA ribossomal como sonda, resultados foram obtidos que
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confirmam a descrigio morfolégica (Iragabal et al,, 1995). No entanto, para o
género Verticillium, a classificagio baseada na morfologia com as espécies V.
chlamydosporium e V. suchlasporum, no foi confirmada por RFLPs, quando se
utilizaram as sondas de DNA ribossomal e sondas aleatoriamente isoladas de
uma biblioteca gendmica, a qual classificou os isolados como pertencentes a
uma espécie (Carder et al., 1993). Em estudo semelhante Okoli et al., (1993)
usando isolados de V. dahliae separou pelo uso dessa técnica patétipos
adaptados a diferentes hospedeiros.

A principal indicagdo do uso de RFLPs nos estudos de fungos € baseada
no fato de serem esses marcadores multialélicos, constantes em qualquer fase do
desenvolvimento, co-dominantes e fenotipicamente neutros.

Por outro lado, cita-se como desvantagem dessa técnica para a
identificagdo de isolados fiingicos, o requerimento de grande quantidade de
DNA para visualizagio no gel dos padrdes de bandas, e DNA de alta qualidade,
isto &, intacto e sem inibidores das enzimas de restrigéo.

A técnica RAPD-PCR foi descrita por Williams e colaboradores (1990),
e envolve o uso de seqiiéncias iniciadoras (primers) de dez bases. Esse & o
método de “PCR fingerprint” mais amplamente utilizado na identificagdo e
caracterizagdo de fungos, provavelmente por ser o mais barato. Os exemplos
encontrados na literatura de identificagdo e caracterizagio de fungos sdo
inimeros. Em Fusarium graminearum, essa técnica tem sido util por ser uma
técnica alternativa na caracterizagio de patétipos e forma especiales, que é cara e
demorada quando realizada por caracteristicas morfolégicas (Miller et al., 1991).

Por meio do uso da técnica RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado
Aleatoriamente) foi detectada alta diversidade genética em alguns grupos de
Dreshelera sp. e baixa em outros. A variabilidade detectada parece estar
relacionada & pressdo de selegdo pelo cultivo de uma mesma cultivar em

diferentes areas (Kammiovirta et al., 1995).
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Weir e colaboradores (1998) usaram a técnica RAPD para avaliar
confrontar 35 isolados de Alternaria solani, obtidos de cultivares de tomate e
batata, com 4. alternata, um patbgeno oportunista. Uma das seqiiéncias
iniciadoras utilizadas detectou polimorfismo suficiente para permitir a
diferenciagdo entre as duas espécies de fungos.

Essa técnica também foi empregada para determinar compatibilidade
sexual. de varios grupos de Fusarium, obtidos de milho, arroz e sorgo. Foram
encontrados 3 grupos de compatibilidade. Além de essa técnica ser promissora
para esse tipo de estudo, ela também permitiu avaliar a variabilidade dentro de
isolados em diferentes hospedeiros (Amoah et al., 1996).

A técnica AP-PCR foi descrita por Welsh & McClelland (1990), que,
apesar de ser aniloga a0 RAPD-PCR, utiliza primers mais longos (de 20 a 34
nucleotideos) sob condigSes de alta estringéncia. Além disso, os produtos de
PCR sio marcados radioativamente, separados em poliacrilamida e visualisados
por autoradiografia. Essa técnica ainda apresenta a alternativa de empregar
combinagio de diferentes primers, o que possibilita um aumento no
polimorfismo (Welsh & McClelland, 1991).

Freeman e Rodrigues (1995) empregaram essa técnica para agrupar 39
isolados de Colletotrichum acutatum, C. fragariae e C. gloeosporioides. O
agrupamento desses isolados em espécies, por essa técnica, correspondeu
aqueles por classificag@o morfologica.

A reagdio de polimerase em cadeia usando elementos repetitivos para
gerar “fingerprint” é outra técnica que tem sido empregada para andlise de
populagio de patdgenos. Essa técnica combina a simplicidade da Reagio de
Polimerase em Cadeia (PCR) com o polimorfismo detectado por fragmentos de
restrigio (RFLP). Gragas a natureza conservada dessas seqiiéncias, elas podem
ser amplificadas em diferentes organismos, incluindo fungos, ¢ mostram

diferentes graus de polimorfismo para diferentes genomas. Numerosas
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seqiiéncias repetidas de DNA tém sido identificadas e clonadas'para 0 genoma
do fungo Magnaporthe grisea, cuja forma anamorfa é Pyricularia grisea. Em
estudo realizado com isolados desse fungo, o rep-PCR se mostrou extremamente
util em diferenciar isolados que infectam arroz daqueles que infectam outros
hospedeiros, promovendo um eficiente meio de monitorar a dinimica das
populagdes desses isolados (George et al., 1998).

A presenga de seqiiéncias conservadas de DNATr (as subunidades 16-18S,
5,88 e 258), permitem que primers de Reagiio de Polimerase em Cadeia (PCR)
sejam desenhados e utilizados para uma ampla variedade de espécies fingicas.
Esses s@o chamados primers universais (White et al., 1990). Essas regides
conservadas flanqueiam as regiGes varidveis, as chamadas ITS (“Internal
Transcribed Spacers”- Unidade Transcricional) e IGS (“Intergen Spacer’-
Regido Espagadora). Desta maneira, primers podem ser relacionados de forma a
amplificar a regido desejada.

Essa técnica proporcionou avangos em estudos taxondmicos, por
oferecer meios mais répidos, e especificos para a identificagdo e caracterizagio
de fungos. O PCR também pode ser utilizado para DNA fingerprint, mostrando
padrdes unicos para cada espécie ou isolado (Caetano-Anollés et al., 1991;
Welsh & McClelland, 1990; Williams et al.,, 1990). Além disso, essa técnica
pode ser empregada para amplificar regifes, como a de genes que codificam
RNA ribossomal, genes de DNA mitocondrial, genes de RNA transportador,
microssatélite e outros genes funcionais para a detec¢fio especifica (Leal-
Bertioli, 1998).

Microssatélites sdo seqiiéncias curtas e repetidas (2 a 4 nucleotideos)
presentes em regides aleatérias no genoma de todo o organismo eucarioto
(Beckmann & Weber, 1992). A regido pode variar, assim como o nimero de
repeticGes presentes em cada organismo (Wu & Tanksley, 1993). Portanto,

marcadores moleculares baseados em microssatélites podem ser obtidos para a
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discriminagio de tixons. Esse método ja foi testado em varios fungos e
identificou polimorfismo inter e intraespecifico nos patégenos. A Utilizagdo
dessa técnica tem auxiliado na identificago e caracterizagdo de fungos, mas
apresenta a desvantagem de necessitar o conhecimento prévio das seqiiéncias de
DNA do organismo a ser estudado para a construgio dos primers.

A caracterizagdo de DNA usando oligonucleotideos tais como (GATA),,
(GTG)s, (CA)g € (TCC)s tem sido relatada para detectar a variagéo entre isolados
de Aschochyta rabiei (Weising et al., 1994). No caso de fungos filamentosos tais
como Penicillium, Aspergillus e Trichoderma, sondas como (GATA), juntamente
com sondas M;; de minissatélites tém revelado padrbes informativos de
caracterizagio (Meyer et al., 1991). Sondas de minissatélites humanos tém sido
empregadas com sucesso para distinguir patétipos de Colletotrichum
gloeosporioides (Braithwaite & Maners, 1999).

O desenvolvimento das Reagdes em Cadeia de Polimerase (PCR) para
“fingerprint” usando minissatélites e microssatélites como primers tém provado
serem tteis na detecgdo da variagdo genética (Meyer et al., 1991). A reagéio em
cadeia baseada em elementos repetidos gera “fingerprint” por amplificagdo de
seqiiéncias entre copias aleatoriamente dispersas do elemento no genoma. Essa
técnica combina a simplicidade do PCR com o polimorfismo detectado pelo
RFLP e tem sido usada para “fingerprint” de bactérias e fungos. Por causa da
natureza conservada dessas seqiiéncias, elas tém sido uteis em outros estudos
empregando outros microrganismos. Numerosas seqiiéncias desse DNA repetido
tém sido identificadas e clonadas do genoma de fungos do arroz, como o
Magnaporthe grisea (anamorfo=Pyricularia). Entre esses, o elemento MGR 586
tem sido o mais extensivamente usado para caracterizar populagdes. O pot,, é
outro elemento repetido isolado de M. grisea. O elemento pot, representa um
dos maiores DNAs repetitivos de M. grisea que infecta o arroz e outros

hospedeiros. Em contraste MGR 586 esti presente em 45 a 50 cOpias por
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genoma no patégeno do arroz, e em apenas 1 ou 3 cépias por genoma nos
patégenos de outras gramineas. Amostras de DNA de isolados de Magnaporthe
grisea foram caracterizadas pelo uso de Reagdio de Polimerase em Cadeia
usando elementos repetitivos com duas seqiiéncias do primer do gene Pot,,
encontrado em aproximadamente 100 cépias no genoma do fungo. Este estudo
demonstrou a utilidade dessa técnica para diferenciar isolados que infectam
outros hospedeiros. O “fingerprint” de DNA pelo gene Pot, promoveu um
eficiente meio de monitorar a dindmica da populagdo em uma dada regido
(George et al., 1998).

A variagdo patogénica entre isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
melonis foi analisada empregando testes de patogenicidade e a variagdo genética
pelo uso de DNA “fingerprint” dos elementos repetitivos FOLR1 e FOLA4. Nessa
pesquisa, esses marcadores nio foram eficientes para distinguir variantes
patogénicos dentro das ragas, mas promoveram uma base para avaliagio da
evolugdo da especializagio patogénica em F. oxysporum, e os impactos
geograficos com o isolamento ao fluxo génico e a co-evolugdo desses
microrganismos com outros hospedeiros (Namiki et al., 1998).

Outro método, que tem sido utilizado e que apresenta algumas vantagens
sobre 0 RAPD, é o AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados). Nele o DNA ¢ cortado com enzimas de restrigdo, e moléculas
adaptadoras sdo entdo ligadas aos fragmentos de restrigfio gerados. Esse evento é
catalisado por uma enzima denominada T4 ligase. Uma amplificagio via PCR é
carreada usando primers que sio homélogos ao adaptador, no sitio de restrigio.
Os fragmentos de DNA sfio entio separados em gel de seqiienciamento e
aproximadamente 50 a 100 bandas s4o obtidas. A principal vantagem do AFLP
sobre 0 RAPD ¢ que muitos fragmentos s3o gerados e conseqiientemente mais

bandas podem ser detectadas com uma simples amplificaggo.
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A técnica de AFLP é uma em um numero de procedimentos de DNA
“fingerprinting” que tem vantagens sobre a Reagdio em Cadeia de Polimerase
(PCR) (Vos et al.,. 1995). Uma vez que a técnica de AFLP pode ser aplicada a
uma ampla variedade de organismos (e fontes virais) sem a necessidade de
conhecimento prévio das seqiiéncias que compdem o DNA, e essa técnica tem se
tornado uma ferramenta universal para a analise de DNA.

A técnica de AFLP foi empregada no estudo de caracterizagdo de 73
isolados de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris obtidos de regides na Califérnia,
fndia, Espanha e Chipre, usando 3 diferentes combinagdes de primers. Pela
anilise de agrupamento, empregando-se bandas polimérficas detectou-se 3
grupos distintos. A técnica de AFLP apresentou-se como um método rapido e
eficiente para diferenciar isolados de F. oxysporum f. sp. ciceris, dos de outras
formas especiales, bem como de outros patégenos como Ascockyta rabiei,
Fusarium eumartii e F. solani (Kelly et al., in C. Schader & J. Wostemeyer,
1994).

Essa técnica também foi empregada para acessar 0s niveis de variagdo
entre espécies e isolados do género Colletotrichum. Nesse estudo os autores
(O'Neill et al., 1997) caracterizaram 0s patégenos de alfafa em dois niveis
dentro do complexo Colletotrichum. Essa caracterizagio, que até entdo era feita
por marcadores morfolégicos, os quais falharam para identificar esses isolados,
foi coerente com a patogenicidade.

O microrganismo Eutypa armeniacae ou E. lata, que ¢ patogénico a uva
no mundo, também foi investigado usando marcadores de AFLP. A classificagdo
taxondmica para esse género ndo tem sido claramente distinta para espécies. O
estudo de 115 isolados de Eutypa, por AFLP e anilise de seqiiéncia de DNA
ribossomal da ITS, revelou serem os isolados obtidos de Quercus lobata
distintos daqueles que atacam uvas. A anélise das seqiiéncias de ITS de DNA

ribossomal reforgou o agrupamento obtido pelos dados de AFLP. Ainda se pode
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observar uma habilidade das espécies desses patégenos em infectar hospedeiros
nativos e cultivados, mostrando o potencial das espécies nativas de servirem
como fonte de inéculo para novas fontes de infecgdo. Essas informagdes foram
valiosas na escolha de estratégias de manejo e controle da doenga (Descenzo &
Harrington, 1994).

Dessa forma a técnica de AFLP tem se mostrado promissora para
estudos da mais diversa natureza para diferentes organismos, a exemplo da
analise da diversidade genética, caracterizagdo taxonémica de isolados fiingicos
que atacam plantas, dentre outros. Apesar de n3o ser uma técnica muito barata,
quando comparada com o RAPD, pode-se obter um elevado polﬁnorﬁsmo o que

compensa sua utilizaggo.
3. Caracterizagfio de cultivares

A necessidade de caracterizagdo de cultivares tem crescido,
principalmente com a promulgagdo da lei de protegdo e registro de materiais
melhorados.

No Brasil, a Lei de Proteg@o de Cultivares de n® 9.456, sancionada em 25
de abril de 1997, abriu uma nova perspectiva e interesse na protegio e
langamento de materiais genéticos (BRASIL, 1997)

Tradicionalmente, tém sido empregados descritores morfol6gicos para
registro e langamento de novas cultivares. Esses marcadores morfolégicos,
apesar de seu uso geral e sua importincia, apresentam limitagSes, que
contribuem cada vez mais para a busca de técnicas alternativas para a
caracterizagdo de cultivares e para a certificagdo da pureza genética. Nesse
sentido, os marcadores moleculares, tém cada vez mais despertado interesse e
tém sido pesquisados. Esses t€ém sido empregados principalmente quando os

marcadores morfolégicos falham para os caracteres de distinguibilidade,
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estabilidade e homogeneidade, mas vale lembrar que ainda néo constam como
descritores na Lei de Protegdo de Cultivares.

Podem-se citar basicamente trés tipos de marcadores sugeridos para a
caracterizagio de cultivares e para a certificagio da pureza genética, os
morfolégicos, os bioquimicos (proteinas ¢ enzimas) e os de DNA.

Os descritores morfolégicos tém tido um papel fundamental na
divulgagio das caracteristicas agronémicas de novos materiais. Com relag@o aos
aspectos de distinguibilidade exigidos pela lei de protegdo de cultivares,
contudo, os descritores morfolégicos apresentam limitagdes, quando se emprega
genétipo estreitamente relacionado, pois algumas vezes falham na distingdo
(Smith & Smith, 1992).

As cultivares modernas tém cada vez mais agregado valor em virtude do
emprego de tecnologia para obtengdo de cultivares que carregam caracteristicas
agrondmicas desejaveis, e que sdo o sométério do trabalho conjunto de varios
profissionais. As sementes dessas cultivares se tornam bens agregados, que
exigem cada vez mais a sua protegio pelas empresas, na tentativa de garantir o
retorno do trabalho conjunto de pesquisadores, bem como a utilizagio de alta
tecnologia.

Os marcadores moleculares, que reiinem os marcadores bioquimicos e
de DNA, tém sido sugeridos para a caracterizagdo de cultivares e também para a
certificagdo da pureza genética em lotes de sementes, visando essa protegéo.
Nesse sentido a ISTA (International Seed Testing Association, 1996) e a AOSA
(Association of Seed Analysis, 1991), tém indicado vérios tipos de proteinas de
armazenamento para a caracterizagdo de cultivares.

Dentre essas, as hordeinas em cevada, as secalinas em centeio, glutelinas
em trigo, aveninas em aveia, zeinas em milho, lectinas e vicilinas em Phaseolus;
legumininas em Pisum sativum, glicina em soja (Kiegel & Galili, 1995). Sendo

um produto direto da expressio de genes, elas exibem um considerével
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polimorfismo que se baseia na premissa basica de que esses produtos apresentam
diferengas na mobilidade por serem codificados por diferentes seqiiéncias de
nucleotideos no DNA. Assim, as diferengas nos perfis eletroforéticos das
proteinas possuem uma base genética e sdo herddveis (Murphy et al., 1990).

As técnicas de eletroforese baseada nesses marcadores permitem a
diferenciagdio de cultivares de determinadas espécies (Vieira, 2000; Salgado,
2001). No entanto, esses marcadores podem se apresentar variaveis dependendo
do tecido analisado, da ocorréncia de microrganismos em associagdo com esses
tecidos, da adubagdio e das condigdes ambientais (Silva, 1997; Pierce &
Brewbaker, 1973; Imolesi, 1999).

Tem sido descrito um grupo de proteinas robustas, hidrofilicas, que sdo
extraidas em condigdes de altas temperaturas com 4gua, e que se armazenam nos -
iltimos estddios de desenvolvimento das sementes. Essas proteinas nfo tém
nenhuma atividade catalitica aparente, mas sua natureza conservada,
propriedades fisicas € sua abundincia sustentam um papel de tolerincia a
dessecagdo (Kiegel & Galili, 1995).

Essa natureza conservada dessas proteinas as coloca como marcadores
promissores na identificagdo e certificagdo de cultivares.

Os marcadores moleculares de DNA tém sido amplamente pesquisados
para esse fim, pois superam limitagdes dos marcadores bioquimicos como o
baixo polimorfismo, principalmente em gendtipos de base genética estreita, e
serem influenciados por condigSes ambientais. Esses marcadores podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada: hibridizagiio ou
amplificagdo (Milach, 1998). Entre os que utilizam hibridizagio estio os
marcadores RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrigo)
e Minissatélites ou locos VNTR (Niimero Varidvel de Seqiiéncias Repetidas em
Tandem) e como os classificados por amplificagio, os do tipo RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso); AFLP (Polimorfismo de
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Comprimento de Fragmentos Amplificados); SCAR (Regides Amplificadas
Caracterizadas por Seqiiéncia); STS (Sitios Marcados por Seqiiéncias);
Microssatélites ou SSR (Seqiiéncias Simples Repetidas) e ISSR (Regides Entre
Simples Seqiiéncias Repetidas).

Os marcadores RFLP foram os primeiros marcadores a serem utilizados
em estudos sobre a divergéncia genética, estrutura do genoma, relagdes
evolutivas e identificagio de cultivares ¢ mapas genéticos. Nesse sentido,
O’Donoughue e colaboradores (1994) utilizando 18 sondas de RFLP,
conseguiram distinguir 83 cultivares de aveia. Para cultivares de soja, os
marcadores RFLP e RAPD, permitiram a distingdo de 10 cultivares (Prabhu et
al., 1997)

Mackill (1995), afirma que a técnica de RAPD é itil na determinago da
diversidade genética. Estudando 134 amostras de cultivares de arroz, o autor
conseguiu separar os genétipos estudados em arroz indica ou em japonica , pela
analise de agrupamento, € ainda observou pequena divergéncia genética dentro
de japonica. J4 Ko e colaboradores (1994), determinaram relagSes genéticas
entre 37 cultivares de arroz de diferentes centros geogréaficos, pela técnica de
RAPD, utilizando 22 primers e 144 marcadores e obtiveram similaridade
variando entre 72 € 96 %.

Marcadores RAPD, proteinas e isoenzimas também foram empregados
para cessar a similaridade genética entre cultivares de feijdo do grupo carioca, o
que resultou em dados que demonstraram a base genética estreita dos materiais
estudados (Vieira, 2000).

RAPDs permitiram a caracterizago de cultivares de  Gossypium
hirsutum e uma cultivar de G. barbadense sob cultivo na Austrilia. Num total de
453 marcadores RAPD obtidos, 69 estavam presentes em uma cultivar de G.
barbadense, a cultivar Pima S-7. Foi verificado ainda, 98,9 % de similaridade

entre cultivares relacionadas geneticamente (Multani & Lyon, 1995).
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A técnica de AFLP (Zabeau, 1993), também tem sido utilizada em
estudos que envolvem a caracterizagio e diferenciagdo de cultivares. Essa
técnica envolve quatro etapas que incluem a digestio do DNA com enzimas de
restri¢do, uma de corte raro (Eco RI) e outra de corte freqiiente (Msel) e ligagdo
de adaptadores especificos e amplificagdo seletiva de fragmentos com primers
especificos e separagio dos fragmentos por eletroforese em gel de
poliacrilamida. O polimorfismo obtido por AFLP ¢ baseado em diferengas entre
genotipos na distribuigdo dos sitios de restrigdo e na amplifica¢do diferencial de
fragmentos. Assim, possui grande capacidade para detecgdo de variabilidade
genética e uso na caracterizagio de cultivares.

Cervera e colaboradores (1998) detectaram pela técnica de AFLP
diferentes clones de uma determinada cultivar de videira. Duas combinagdes de
primers foram utilizadas, as quais permitiram a obten¢do de um total de 116 e
104 bandas, para cada combinagio de primer com 64 e 44 bandas polimérficas,
respectivamente.

Também cultivares de magd foram identificadas pelo uso de marcadores
AFLP. Seis combinagdes de primers foram usadas nas amplifica¢des seletivas,
em que duas combinagdes de primers permitiram a identifica¢do de 28 cultivares
de magi (Tignon et al., 2000).

A técnica de AFLP também possibilitou distinguir claramente quatro
grupos principais de azeitona de acordo com a origem geografica, apesar de
tradicionalmente serem empregados caracteres de morfologia e fenologia para a
identificagdio de cultivares verde-oliva. Com base nos resultados de dados de
AFLP foi possivel distinguir claramente quatro grupos principais de acordo com
a origem geografica das cultivares (Gallitelli et al., 2001).

A crescente necessidade de caracterizar uma dada cultivar ou hibrido de
acordo com DNA tem tornado essas técnicas, ferramentas importantes no

patenteamento de plantas melhoradas nos paises onde existem leis
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regulamentando a protegdo desses materiais (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Além disso, o “fingerprinting” por meio de marcadores moleculares tem sido
importante em processos legais que envolvem disputas de direito autoral (Smith,
1989) e tem sido o instrumental considerado como suporte ao continuo
investimento em melhoramento de plantas por empresas produtoras de sementes
hibridas (Smith & Chin, 1992; Jondle, 1992). Vale ainda ressaltar que para tais
marcadores possam contribuir para esses fins, eles devem apresentar
caracteristicas de variagdo inter-varietal distintiva; minima variagdo intra
varietal; estabilidade ambiental e reprodutibilidade experimental (Bailey, 1983).

O Género Gossypium ¢ constituido de 52 espécies, sendo que dessas,
quatro sdo cultivadas. As espécies cultivadas Gossypium arboreum L. e
Gossypium herbaceum L. sio diploides (2n=2x=26) e nativas do Velho Mundo.
As espécies cultivadas Gossypium hirsutum L. e Gossypium barbadense L. sio
alotetrapl6ides (2n=4x=>52) e nativas do Novo Mundo. O Gossypium hirsutum L.
contribui com a maioria da fibra produzida mundialmente (90%) e o Gossypium
barbadense L. com 8% (Beltrdo, 1999).

A cultura do algoddo é uma das principais do mundo, tendo uma érea
cultivada em mais de 80 paises nos dois hemisférios, superior a 33,5 milhdes de
hectares, para uma produgio de cerca de 19,16 milhdes de toneladas de pluma
por ano, consumo de 19,27 milhGes de toneladas (Bieh & Zandonadi, 1998).

No Brasil, os programas de melhoramento tém utilizado genotipos
obtidos de materiais como Tamcot SP-37, Auburn 56 ¢ GH-11-9-75, o que
confere pouca divergéncia (Beltrdo, 1999).

Descritores tém sido sugeridos para a certificagio e protegdo de
cultivares de algodoeiro, os quais se baseiam em critérios de morfologia e
fisiologia (BRASIL, 1997). Dentre esses pode-se citar a reagdo a doengas. Esse

descritor tem sido trabalhado constantemente para a obtengdo de genétipos que
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apresentem certo grau de resisténcia (Cia et al., 1999; Freire et al., 1997;
Carvalho et al., 1988).

Os marcadores moleculares podem ser definidos como um fenétipo
molecular oriundo de um gene expresso, como as isoenzimas, ou de um
segmento especifico de DNA, que podem ser expressas ou n3o (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). No algoddo os marcadores moleculares tém auxiliado na
compreens&o de relagdes filogenéticas, na selegdo assistida por marcadores, pela
identificagdo de regides especificas nos cromossomas responsaveis por
caracteristicas agronémicas e de qualidade de fibra (Beltrio, 1999). Esses
marcadores ndo tém sido indicados pela Lei de Protegio de Cultivares, mas
estudos demonstram a sua utilidade para esse propésito. No entanto, para que
isto ocorra, muitos estudos tém que ser realizados principalmente quando se
considera o custo para realizagdo de técnicas empregando marcadores
moleculares.

As isoenzimas como marcadores em algodoeiro foram empregadas para
acessar o fenétipo eletroforético das enzimas Fosfoglucomutase em geragdes F,
obtidas de cruzamentos entre Gossypium herbaceum e G. arboreum, nos quais
foi possivel identificar os genétipos homozigotos dos heterozigotos pelo padrio
de bandas (Suiter, 1988). No entanto, para fins de protegéo, esses se mostram
pouco informativos. Uma alternativa é a utilizagdo de marcadores moleculares
de DNA.

A andlise da variagdo de isoenzimas em algumas espécies dentro do
género Gossypium tem mostrado o grande niimero de isoenzimas presentes para
muitos locos, devido ao cariter polipldide das espécies representadas
principalmente por Gossypium hirsutum. Essa variagdo tem sido util como
marcadores, em estudos evolutivos para esclarecimento da origem das espécies.

Essa variagio tem sido observada mesmo dentro de linhagens altamente
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endogamicas, demonstrando sua utilidade como ferramentas na diferenciagdo de
cultivares (Suiter, 1988).

A dificuldade na purificagio do DNA gen6mico de alto peso molecular
tem afetado o progresso na identificagdo de marcadores e, conseqiientemente, no
desenvolvimento de mapas gendmicos e na construgéo de livrarias genomicas,
para o género Gossypium. No entanto, quando se supera essa dificuldade, a
utilizagdo de marcadores tem sido ttil para a avaliagio da diversidade genética.

Marcadores moleculares de DNA tipo RAPD foram empregados em
genodtipos de parentais e linhagens monossOmicas derivadas do cruzamento entre
G. hirsuturri e G. barbadense, os quais auxiliaram na construgdo de mapas
citolégicos pela identificagdo das linhas monossdmicas (Lazo et al., 1994)

Usando RAPDs, Pendse ¢ colaboradores (2001) avaliaram a eficiéncia
dessa técnica para identificar materiais de G. hirsutum usando sementes. A
utilizagdo de 160 primers permitiu a identificagdo de hibridos e linhagens, os
quais coincidiram com os testes de pureza genética por meio de marcadores
morfolégicos no campo. No entanto, convém comentar que sob aspectos
préticos, a utilizagdo de um grande nimero de primers amplia o tempo e custo
necessario para essa investigagdo, inviabilizando a utilizag@o desse marcador
para a avaliagdo da pureza genética.

Outro tipo de marcador empregado em algodoeiro € o de DNA tipo
RFLP. Esse marcador, quando empregado por Meredith Junior (1992), em 24
cultivares de algodoeiro, possibilitou a estimativa de valores de heterozigosidade
e diversidade genética.

Dados de isoenzimas e marcadores RFLP em algodoeiro foram uteis na
identificagdo de centros de diversidade genética sendo um na Meso-América €
outro no Caribe, e ainda promoveram informagdes para que pudesse se inferir
sobre a base genética estreita das cultivares modemnas, as chamadas Upland
(Wendel et al., 1992).
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Os marcadores RAPD e RFLP estdo sendo empregados em estudos de
QTL (locos para caracteristicas quantitativas), relacionados as caracteristicas de
interesse  econémico no melhoramento, principalmente caracteristicas
tecnoldgicas de fibra (Wang et al., 1993; Park & Kohel, 1993; Lazo et al., 1994).

Os marcadores moleculares também tém permitido a construgdo de
mapas saturados dos cromossomas de algodoeiro, cuja importancia se amplia
uma vez que esses podem identificar ndo s6 as regibes do genoma na localizagéo
de QTLs, como ainda outras regides do genoma relacionadas com a resisténcia a
pragas e doengas, bem como outras caracteristicas de interesse agronémico
(Percy & Wendel, 1990; Stelly, 1993; Shappley et al., 1993; Reinisch et al.,
1994; Yu et al., 1996).

4. Interagiio entre patégenos e plantas

# Um dos aspectos mais importantes para o sucesso da lavoura algodoeira
¢ o controle de doengas. Os valores percentuais de perdas causadas por
fitopatégenos variam de regido para regido dependendo das condigdes climéticas
¢ do nivel tecnolégico empregado na culmfa. As perdas na produgdo estimadas
para a maior regido produtora, a regifio Centro-Oeste, tém sido estimadas em
valores de aproximadamente 13 % (Freire et al, 1999), demonstrando a
importdncia de estudos nessa 4drea. O desenvolvimento de cultivares de
algodoeiro resistentes as principais doengas tem reduzido substancialmente as
perdas causadas por vérios patégenos (Watkins, 1981). Nesse sentido, o uso de
cultivares resistentes é uma das medidas mais eficientes de controle de doengas.

Trabalhos tém sido conduzidos visando & obten¢@o de cultivares que
apresentem resisténcia, apresentando vantagens como a facilidade de utilizago e
o baixo custo para o agricultor, pela redugio na utilizagdo de defensivos

quimicos, e conseqiiente redugdo da poluigio ambiental ocasionada pela
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lixiviagdo dos residuos desses produtos. No entanto, a identificagdo de gendtipos
resistentes, muitas vezes é dificil, principalmente pelo desconhecimento da
relagio patégeno/hospedeiro € do tipo de controle genético da reagdo do
hospedeiro.

A reagéo a doengas como fusariose e antracnose no algodoeiro tém sido
indicadas como um descritor para registro e protegéo de cultivares (BRASIL,
1997). No entanto, informagdes sobre as interagdes entre os patégenos que
causam essas doengas e a interagio desses com plantas de algodoeiro ndo tem
sido relatada. Outro aspecto é que a resisténcia tem sido testada para cultivares
empregando na maioria das vezes um ou poucos isolados de patégenos, os quais
nem sempre representam a variabilidade de patégenos em uma dada regido.
Dessa forma pode-se indicar uma cultivar como sendo resistente a uma doenga e,
quando essa cultivar € testada para outros patogenos, essa resisténcia nem
sempre ¢ verificada. Em fung#o disso, as relagdes entre patgenos e hospedeiros,
sdo de extrema importancia na indicagdo dessa caracteristica como um descritor

para registro e protegdo de cultivares. 3
4.1 Respostas 2 interagiio entre patogenos e hospedeiros

As relagdes entre patégenos e hospedeiros sdo uma resposta a interagdo
de genes de viruléncia do patégeno e de resisténcia na planta, e é fundamental
para a definigdo de estratégias de melhoramento de plantas visando & resisténcia
a fitopatégenos.

Um dos aspectos importantes dessa interagdo ¢ a heranga da resisténcia
genética de plantas a patdgenos, que pode ser definida como monogénica ou
poligénica, tendo como base no niimero de genes envolvidos na expressdo desse
carater. Em termos préticos, para a resisténcia monogénica néo existem niveis

intermediérios de severidade de doenga, ocorrendo uma distribuigdo fenotipica
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descontinua; enquanto na resisténcia poligénica existem niveis intermediarios de
resisténcia, ocorrendo uma variagdo continua nos niveis de severidade de
doenga.

A resisténcia também pode ser classificada de acordo com a reagdo a
ragas do patégeno, nos quais na resisténcia vertical existe interagdo entre ragas
do patdgeno e cultivares do hospedeiro e, portanto a resisténcia das cultivares
varia dependendo da raga que se usa para avaliagdo da resisténcia.

Na resisténcia horizontal ndo existe interagdo entre ragas e cultivares,
sendo a classificagdo das cultivares quanto a resisténcia a mesma com qualquer
raga. E comum se verificar a ocorréncia de resisténcia monogénica com vertical
e resisténcia poligénica com horizontal, no entanto essa afirmativa nem sempre é
regra.

Maior desafio tem sido obtido na obteng#o da resisténcia horizontal, que
na maioria das vezes € a preferida pelos melhoristas de plantas e fitopatologistas,
por ser mais duradoura e estivel. Assim, mesmo que a cultivar com resisténcia
horizontal apresente um certo nivel de suscetibilidade, podera ser utilizada com
sucesso gragas a maior vida 1til desse nivel de resisténcia.

Existe uma grande polémica sobre o controle genético da resisténcia
poligénica. Uma das hipéteses ¢ de controle genético diferenciado para
resisténcia monogénica (gene-a-gene) e poligénica (aditivo), e outra de controle
genético integrado para os dois tipos de resisténcia. O modelo proposto por
Parlevliet & Zadoks (1977) sugere que a resisténcia poligénica é controlada por
varios genes com efeitos diferentes. Os autores acreditam que a teoria gene-a-
gene deve ser estendida para a resisténcia poligénica independente dos efeitos
maiores e menores dos genes.

A interagdo gene-a-gene é conhecida em virios casos para a resisténcia
monogénica. No entanto, com poligenes ndo existem muitas evidéncias

experimentais da ocorréncia da interag3o gene-a-gene.
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Para se avaliar a resisténcia sdo realizados testes de patogenicidade, que
num sentido amplo sugerem a capacidade infecciosa de um patdgeno, incluindo
a agressividade e viruléncia. A agressividade ¢é utilizada como sendo a
capacidade horizontal de infecgdo, € a media de danos causados por uma raga
em todos os hospedeiros inoculados. A viruléncia € definida como a capacidade
vertical de infecgio, ¢ o dano causado por uma raga em um hospedeiro
especifico. Dessa forma, as resisténcias horizontal e vertical sdo definidas como
a capacidade do hospedeiro em tolerar a agressividade e viruléncia dos
patdgenos, ou seja, resisténcia inespecifica e especifica.

O grau de resisténcia ¢ definido pela estimagdo da severidade de doenga
em cada hospedeiro, sendo a severidade de doenga definida pela porcentagem de
plantas atacadas e porcentagem de area vegetal danificada.

A resisténcia vertical monogénica ¢ passivel de ser vencida dentro da
capacidade microevolutiva do patégeno. Isso significa que esse tipo de
resisténcia tende a ser efémero. Esse é um fato para o qual ndo faltam exemplos
na literatura, dentre os quais a transitoriedade da eficiéncia dos genes Dm de
alface contra Bremia lactuacae (Crute, 1992), dos genes R de resisténcia a
Phytophthora em batata (Vanderplank, 1968), dos monogenes de resisténcia a
Pyricularia orizae em arroz e dos monogenes Are de resisténcia a ferrugem e
antracnose em feijoeiro (Beebe & Corrales, 1991). Também ¢ geralmente aceita
a idéia de que resisténcia horizontal poligénica estd além da capacidade
microevolutiva do patégeno em ser vencida. E o caso da cultivar Proctor de
cevada, resistente ao fungo Ustilago nuda, que ¢ uma resisténcia tipicamente
poligénica horizontal, e possivelmente além da capacidade de mudanga do
patogeno.

A concepgio da durabilidade das resisténcias vertical e horizontal ndo se
originou baseada apenas em dados de campo. Existem consideragdes teodricas

que levam ao aceite de que sistemas poligénicos de resisténcia possuem maior

33



& B W Kivesaeny

Py

“capacidade tampdo” de resistir a mudangas genéticas no patégeno do que
sistemas monogénicos. Essas argumentagSes assumem que tanto sistemas
poligénicos como monogénicos seguem a hipdtese gene-a-gene. Assim sendo,
uma resisténcia poligénica sera muito mais estivel do que uma monogénica pois,
para que surjam formas variantes do patdgeno sfio requeridas mudangas
genéticas em vdrios locos de patogenicidade, ao contririo do sistema
monogénico, onde a mudanga deve ocorrer em apenas um loco (Camargo &
Bergamin Filho, 1995).

Resisténcias vertical monogénica e horizontal poligénica podem ocorrer
em um mesmo genotipo. Nesse caso, de acordo com Parlevliet (1983), selecdo
de resisténcia horizontal na presenga de vertical monogénica pode produzir
efeito contrario ao desejado, resultando em freqiiéncias elevadas de genes de
resisténcia vertical. Isso porque o efeito principal dos genes de resisténcia
vertical pode fazer com que o efeito secunddrio dos poligenes ndo seja
detectado. Na tentativa de solucionar esse problema, é comum a nogéo de que o
uso de misturas de ragas como inéculo reduz a variagio devida 2 resisténcia
vertical, possibilitando o reconhecimento de genes de resisténcia horizontal.
Segundo Parlevliet (1983), esse procedimento € incorreto, pois quando cultivares
contendo diferentes genes verticais sdo inoculadas com uma mistura de ragas,
estas podem diferir quanto ao nimero de ragas na mistura a que sdo resistentes.
Essa diferenga pode ser interpretada, erroneamente, como resultante da presenga
de resisténcia horizontal poligénica. A cultivar que apresentar uma combinagdo
de genes que seja efetiva contra o maior mimero de ragas na mistura apresentara
os menores niveis de severidade. O autor sugere que, nesses casos, uma raga
com o espectro de viruléncia, o mais amplo possivel, seja utilizada.

A resisténcia pode, também, ser classificada de acordo com sua
efetividade contra ragas do patégeno. Essa classificagdo, proposta por

Vanderplank (1963), ¢ muito interessante do ponto de vista pratico, pois permite
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prever as conseqiiéncias dos tipos de resisténcia no progresso da doenga
fornecendo subsidios ao melhorista e ao fitopatologista na escolha das fontes de
resisténcia que serdo usadas em seus programas de melhoramento. Segundo o
autor, existem resisténcias que séo efetivas contra algumas ragas do patogeno ¢
resisténcias que o sdo contra todas as ragas. No primeiro caso, temos a
resisténcia vertical (também chamada de raga-especifica), ao passo que no
segundo temos as resisténcias horizontais, ou raga inespecifica. Quando uma
série de diferentes ragas de um patégeno € inoculado em uma série de diferentes
cultivares de um hdspedeiro pode-se ou nfo ter uma interagdo diferencial
significativa. Na auséncia de interagéo significativa, qualquer raga pode ser
usada para classificar as cultivares, configurando-se assim a resisténcia
horizontal, caso contrério teremos a resisténcia vertical. Existe alguma confusdo
na definigio do tipo de resisténcia, sendo a resisténcia monogénica definida
como vertical e a poligénica, como horizontal. Essa associagdo pode ser
verdadeira em muitos casos, mas ndo em todos.

sif Carvalho e colaboradores (1988), estudando a resisténcia para cultivares
de algodoeiro evidenciaram que a resisténcia a ramulose é controlada por um par
de genes, e a susceptibilidade parcialmente ¢ dominante, com grau de
dominancia 0,95 e herdabilidade 0,51.

Alguns gendtipos apresentando certa resisténcia a patégenos causadores
de ramulose em algodoeiro, como o Auburn 56, CNPA ITA-90, Deltapine Acala
90 ¢ CNPA ITA-90 , tém sido empregados em programas de melhoramento
(Toffano, 1963; Freire et al, 1997). No entanto, quando avaliados para
diferentes patégenos, alguns genétipos tém se mostrado susceptiveis, €
experimentos ainda demonstram a instabilidade da maioria dos genétipos, com
relagdio a patogenicidade (Cia et al., 1999).

O que se pode observar é que nos ensaios de avaliag@o de resisténcia a

doengas, ndo existe a descrigéo dos patogenos utilizados nas pulverizagdes dos
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inéculos, e ainda faltam descrigées sobre local de origem dos genétipos dos
patdgenos e a avaliagdo da variabilidade desses microrganismos.

Para avaliagdo da resisténcia, deve-se considerar esta interagdo entre
patégenos e hospedeiros. Analises que permitam inferir sobre o tipo de
resisténcia envolvido, bem como o grau de agressividade dos patdgenos, sdo
importantes. Nesse sentido, tem sido sugerida uma metodologia por Melo e
Santos (1999) que é uma modificagio do esquema de dialelo parcial descrito
originalmente para acessar a habilidade de combinagdo de parentais colocados
em grupos distintos (Geraldi & Miranda Filho, 1988). Nessa modificagido de
metodologia, um grupo € formado por hospedeiros e outro pelos patégenos.
Assim no dialelo parcial, a capacidade geral de combinagéio dos parentais no
grupo I (CGCI), e no grupo II (CGCII) e a capacidade especifica de combinagio
(CEC) sdo estimadas. Assim, tomando as interagdes hospedeiros e patégenos, a
CGC I corresponde a2 CGR (Capacidade Geral de Reagdo), que permite inferir
sobre a resisténcia horizontal genotipica, e que depende da performance média
dos hospedeiros nas inoculagbes com os diferentes genétipos de patdgenos
(ragas). Similarmente, a CGC II corresponde 3 CGA (Capacidade Geral de
Agressividade) que representa a patogenicidade média para cada raga quando
usada para inocular todos os genétipos de hospedeiros. A CEC corresponde a
CEI (Capacidade Especifica de Interagdio) indicando interagdo entre
componentes dos dois grupos, que permite inferir sobre a resisténcia vertical e
sobre o grau de viruléncia de ragas dos patgenos.

Para que a caracteristica reagdo a ramulose possa ser empregada como
um descritor para registro e protegdo de cultivares, as cultivares devem ser
avaliadas quando em associagdo com os mais diversos isolados causadores de
ramulose, obtidos de diferentes regides, os quais devem ser descritos e sempre
empregados nas avaliagGes para novas cultivares que venham a ser liberadas.

Como os patdgenos estdo sujeitos a pressdo de selegdo, principalmente pelo uso
A
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continuo de defensivos, como fungicidas, a quebra da resisténcia de uma dada
cultivar deve ser descrita e o isolado incluido nos testes de patogenicidade em

programas de melhoramento visando a resisténcia a doengas.
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CAPITULO 2

EMPREGO DE MARCADORES AFLP PARA DIFERENCIACAO DE
ISOLADOS TIPICOS DE Colletotrichum gossypii E DE C. gossypii VAR.
cephalosporioides ASSOCIADOS AO ALGODOEIRO

1 RESUMO

MANN, Renata Silva. Emprego de marcadores AFLP para diferenciaciio de
isolados tipicos de Colletotrichum gossypii e de C. gossypii var.
cephalosporioides associados ao algodoeiro. In.___. Diversidade do Complexo
Colletotrichum ¢ de cutivares de algodoeiro por meio de marcadores
moleculares. 2002. Cap.2 Tese (Tese-Doutorado em Fitotecnia)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras*.

Em algoddo, doengas fiingicas como antracnose (Colletotrichum gossypii) e
ramulose (C. gossypii var. cephalosporioides) sdo responsaveis por grandes
perdas na produgo. As perdas maiores nas lavouras tém sido descritas para
o causador da ramulose. Esses dois microrganismos podem ser
transportados via sementes, e apesar de apresentarem sintomatologia
caracteristica, no teste de sanidade, se mostram muito semelhantes, podendo
levar a um diagnéstico pouco preciso. Em face disso, realizou-se o presente
trabalho com o objetivo de avaliar a viabilidade do uso de marcadores
moleculares do tipo AFLP na diferenciagéo dos referidos patégenos. Assim
foram empregados 5 isolados tipicos em sintomatologia no teste de
patogenicidade e hébito de crescimento micelial, no teste de sanidade
(Blotter test), de C. gossypii e 5 de C. gossypii var. cephalosporioides. Para
o teste de patogenicidade, solu¢es de conidios foram pulverizadas em
plantas das cultivares IAC-22, ITA-90, ITA-96, Precoce (Epamig-5) e
Redengdo, com 30 dias de idade, e os sintomas avaliados aos 10 e 40 dias
apés a pulverizagio. Para o teste de sanidade amostras de 200 sementes das
cultivares IAC-22 e ITA-90 foram inoculadas com culturas puras com 7
dias, sendo as avaliagdes das caracteristicas miceliais avaliadas ao
microscépio estereoscopico aos 7 dias apds inoculagdo. Nas andlises de

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Antdnio Carlos Fraga — UFLA.
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marcadores AFLP o micélio fiingico foi obtido cultivando-se os isolados
por 7 dias em meio liquido, e extragdes do DNA executadas empregando-se
Kit Dneasy Qiagen. Os isolados mostraram sintomatologia caracteristica
para ramulose e antracnose e -caracteristicas miceliais que foram
empregadas para agrupar os isolados em dois grupos distintos. As andlises
de AFLP geraram um total de 418 bandas polimérficas, e 16 monomoérficas
para as diferentes combinagSes de primers usadas, que foram empregadas
para célculo de similaridades usando o Coeficiente Dice. A anilise de
AFLP revelou uma clara disting3o dos isolados causadores da ramulose dos
causadores da antracnose, em coeréncia com as caracteristicas miceliais e

patogenicidade.

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Ant6nio Carlos Fraga — UFLA.
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2 ABSTRACT

MANN, Renata Silva. AFLP markers to differentiate typical isolates of
Colletotrichum gossypii and C. gossypii var. cephalosporioides associated with
cotton. In:___. Diversity of the Colletotrichum complex and cotton cultivars by
molecular markers. 2002. Cap. 2 Thesis (Doctor Degree in Crop Science) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

Fungus disease in cotton, such as anthracnose (Colletotrichum gossypii) and
ramulose (C. gossypii var. cephalosporioides), cause for large yields losses. The
greatest losses in the fields have been reported for the ramulose pathogen. These
two microorganisms can be transported via seeds and although they present
characteristics symptomatology, they are very similar in the blotter test, which can
lead to an imprecise diagnostic. Thus the present study was carried out to assess
the viability of using AFLP type molecular markers to differentiate the pathogens.
Five isolates typical in symptomatology were used in the pathogenicity test and
mycelial growth habit test, in the health test (Blotter test) of C. gossypii and five C.
gossypii var. cephalosporioides. For the pathogenicity test, conidial suspensions
were sprayed on 30 days old plants of the IAC-22, ITA-90, ITA-96, Precoce
(Epamig-5) and Redeng@o cultivars and the symptoms were assessed 10 and 40
days after spraying. For the health test, 200 seed samples of the IAC-22 and ITA-
90 cultivars were inoculated with pure cultures at seven days, and the mycelial
characteristics were assessed under a stereoscopic microscope seven days after
inoculation. In the AFLP marker analyses the fungal mycelia were obtained by
cultivating the isolates for seven days in liquid medium and DNA was extracted
with the Kit Dneasy Qiagen. The isolates showed characteristics symptomatology
for ramulose, antracnose and mycelial characterizations by which the isolates were
grouped in two distinct clusters. The AFLP analyses generated a total of 418
polymorphic bands and 16 monomorphic bands for the different primer
combinations that were used to calculated the similarities by Dice Coefficient.
AFLP analysis showed a clear distinction of the isolates that cause ramulose from
the anthracnose-causing isolates, in line with the mycelial characteristics and
pathogenicity.

* Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross
Stevens — Brigham Young University, Dr. Antonio Carlos Fraga — UFLA.
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3 INTRODUCAO

As infecgdes fiingicas sdo responsiveis por grandes perdas no
rendimento das culturas, especialmente em épocas chuvosas como as que
ocorrem no Brasil. Por meio de diversas pesquisas tem sido mostrada a
ocorréncia de muitas espécies de fungos em associagio com sementes de
algodoeiro produzidas em diversas regides do pafs, bem como o efeito dessas
espécies sobre a germinagdo das sementes e a transmissdo as plantas (Bueno,
Paiva & Bacchi, 2000; Teixeira, 2001).

Colletotrichum gossypii, o causador da antracnose em algodoeiro, um
dos principais patdgenos de doengas de plantulas, e causa lesdes em todas as
partes das plantas, apesar de se obter um bom controle do referido organismo
com o tratamento de sementes com fungicidas. Em razdo disso, o nivel de
tolerdncia de C. gossypii em associagio com sementes no Brasil é objeto atual
de discussdo, havendo expectativa do estabelecimento de um valor de tolerancia
dentro de 1 a 2 anos.

Por sua vez a ramulose causada por C. gossypii var. cephalosporioides é
uma das mais severas doengas em algodoeiro no Brasil (Davis et al., 1981). Essa
doenga apresenta no campo sintomas, que na maioria das vezes aparece apés o
plantio, e o uso de fungicidas algumas vezes, ndo é eficaz para controlar esse
patégeno. Assim, no Brasil o nivel de tolerancia para esse fungo deve ser o mais
baixo possivel, visando a reduzir os problemas no campo e conseqiientemente a
transmissdo do patégeno pelas sementes (Grupo Técnico Permanente de
Sanidade de Sementes, 2001-comunicagio pessoal Machado, J. C.). Ambos os
fungos, C. gossypii and C. gossypii var. cephalosporioides ndo tém sido
facilmente distinguidos usando o método convencional de incubagio em papel

de filtro.
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Em face do exposto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a viabilidade
do uso de marcadores moleculares do tipo AFLP na diferenciagio de isolados de
C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides que apresentam sintomas de

patogenicidade e caracteristicas de habito de crescimento micelial tipicos.
4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida nos Laboratérios de Anélise e
Técnicas Moleculares de Sementes e de Patologia de Sementes da Universidade
Federal de Lavras, Lavras-MG (Brasil), e na Brigham Young University-Utah
(USA).

Os isolados empregados foram cedidos por Maria Aparecida de Souza
Tanaka e Maria Angélica Pizzinatto da se¢do de Fitopatologia do Instituto
Agrondmico de Campinas (Tabela 1).

O inéculo foi recuperado mediante o cultivo dos isolados em meio BDA
(extrato de 250 g de batata - 20 g de dextrose - 20 g de agar por litro) por sete
dias. Para o teste de patogenicidade foram utilizadas plantas das cultivares
indicadas para plantio em Minas Gerais, JAC-22, ITA-90, ITA-96, Redengdo
(Epamig-4) e Precoce (Epamig-5) com 30 dias de idade. A inoculagdo foi

realizada por meio de pulverizagdes da suspensdo de indculo, na concentragdo

de 106 conidios/mL com incubagio em cidmara umida por 72 horas. Na
testemunha as plantas foram pulverizadas com dgua deionizada autoclavada. As
plantas foram isoladas, umas das outras por meio de uma protegio plastica,
evitando dessa forma, contato entre plantas inoculadas com os isolados dos
diferentes fungos.

As avaliagdes foram realizadas aos 10 e 40 dias apds a inoculagdo, de
acordo com critérios estabelecidos por Cia (1977), com adaptagdes (Tabela 2).

Vale ressaltar que a sintomatologia descrita por Cia ¢ prépria para se avaliar
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ramulose. Dessa forma, plantas inoculadas aos 30 dias ap6s a emergéncia, com
isolados de C. gossypii ndo apresentaram sintomas e portanto receberam sempre

anota 1.

TABELA 1- Isolados fiingicos, doenga e localidade de origem. UFLA, Lavras -

MG, 2001.
Denominagéo Nome da doenga Hospedeiros Localidade de origem
Dos isolados
CGCl Ramulose’ Gossypium hirsutum Piracicaba - SP
10166 Ramulose' Gossypium hirsutum Piracicaba - SP
6236 Ramulose' Bidens pilosa Piracicaba - SP
CR5 Ramulose' Gossypium hirsutum Ituverava - SP
P15 Ramulose' Gossypium hirsutum Piracicaba - SP
P13 Antracnose’ Gosspium hirsutum Piracicaba - SP
CG3 Antracnose’ Gossypium hirsutum Piracicaba - SP
CAl Antracnose’ Gossyium hirsutum Uberaba - MG
CAl12 Antracnose’ Gossypium hirsutum  Capinépolis - SP
116.2 Antracnose’ Gossypium hirsutum Uberaba - SP
Ramulose': isolados com notas de patogenicidade = 5 segundo Tabela adaptada
de Cia (1977).

Antracnose’; isolados com notas de patogenicidade iguais a 1, segundo tabela
adaptada de Cia (1977).

Paralelamente os isolados foram avaliados de acordo com o hébito de
crescimento micelial em sementes, seguindo metodologia sugerida por Tanaka,
Menten & Machado (1996). Nesse caso, sementes de algodoeiro, deslintadas
(cultivares IAC-22 e ITA-90), foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1
% por 3 minutos, € secas por 24 horas em papel absorvente antes da inoculago.
Amostras de 200 sementes foram inoculadas com C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides. Como inéculo empregaram-se culturas puras apés 7 dias de
incubagdo a 22° C £ 2° C em meio BDA. Cada placa continha 50 sementes em
contato com a coldnia fungica. Essas foram inicialmente agitadas para que o

contato ocorresse com toda a superficie da semente.
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Apbs a inoculagdo, as sementes foram submetidas ao teste de sanidade
pelo método e incubagdo em papel de filtro. As avaliagGes foram efetuadas aos
sete dias ao microscopio estereoscépico. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas tipicas de C. gossypii: coloragdio rosa da cultura, micélio
superficial e compacto, setas curtas ¢ densas, conidiéforos curtos e hialinos; e as
tipicas de C. gossypii var. cephalosporioides: coloragdo cinza da cultura, micélio
aéreo e menos denso, setas longas e esparsas cobertas por massa micelial,

conidi6foros longos e aéreos.

TABELA 2 - Critérios utilizados para avaliagéo dos sintomas da ramulose em
plantas de algodoeiro, inoculadas com Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides, segundo Cia (1977) com modificagges.
UFLA, Lavras - MG, 2001.

SINTOMAS NOTAS
Planta sem sintoma (auséncia de 1€S8ES)........cccerurrrrereeasesiennnesensnsseee 1
Plantas com manchas estreladas nas folhas do ponteiro............cccueuun. 2

Planta com redugdo dos internédios inferior a 40%, quando
comparada com a testemunha e com manchas foliares circulares e

ESITEIAAAS. .....ocvieereiceerrrers sttt 3
Planta com superbrotamento e redugdo no porte de 40 a 60%
quando comparada com a testemunha...........eveeevernemnrececisiinininnuenins 4
Planta com superbrotamento e com desenvolvimento comprometido
redugio do porte superior ou igual @ 60%).......cciveerrerntiieiiiirneinas 5
- Anilise de AFLP

Para essa analise o micélio fingico foi obtido cultivando-se os isolados
em meio liquido (10 g de glicose; 1,0 g de NH,H,PO,; 0,2 g de KCI; 0,2 g
MgSO,. 7 H,0; 5 g de extrato de levedura; 1 mL de CuSO,. 5 H,O; 5% de
polivinilpirrolidone; 1 mL ZnSO,. 7 H;O . 1% p/v para 1000 mL de 4gua
destilada esterilizada (Mills et al., 1994). Foram colocados 150 mL do meio

liquido em erlenmeyer, que em seguida foram autoclavados a 121° C por 20
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minutos. Posteriormente, em cada erlenmeyer foram colocados 3 discos de 5 mm
cada, dos respectivos cultivos monospéricos dos isolados (Tabela 1), que foram
incubados por 7 dias 4 temperatura de aproximadamente 22° C + 2° C, em mesa
agitadora orbital (Modelo MA 140), a 17 rpm. O micélio resultante foi filtrado a
vacuo em cémara de fluxo laminar, e posteriormente liofilizado em liofilizador
Modelo L4KR Edwards, por 48 horas, sob temperatura de - 40° C, pressdo 10™
mbar.

As extragbes do DNA nuclear foram executadas empregando Kit
DNeasy Qiagen (1999), seguindo o protocolo de triturar cerca de 100 mg de
tecido vegetal, lise e precipitagdo. Em seguida, o macerado foi centrifugado, e ao
sobrenadante  adicionou-se  etanol. Posteriormente  realizou-se uma
minicentrifugagdo e lavagem com eluente até a obtengo final do DNA.

As andlises de AFLP foram desenvolvidas usando os seguintes

protocolos.
Restri¢ao e Digestdo do DNA genémico:

Adicionaram-se a um tubo de 1,5 mL os seguintes componentes (DNA
(100ng/pL) 2,5 pL, tamp@o de reagdo 5X (350 mM Tris-HCI (pH 7,6), 50 mM
MgCl;, 500 mM KCl, 5 mM 2-mercaptoetanol) 5,0 uL, Eco RI / Mse 12,0 puL,
agua destilada 25 pL, para um volume total de 25 uL). Essa mistura foi incubada
por 2 horas a 37 °C, e a seguir incubada por 15 minutos a 70 °C para inativagéio
das endonucleases de restrigdo. O tubo foi acondicionado em gelo para breve

centrifugagio.
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Ligagiio de adaptadores:

Adicionou-se ao tubo anteriormente submetido 2 restrigdo e digestdo 24
pL de solugsio de ligagdo do adaptador, e 1 uL de enzima T, DNA ligase. Essa
mistura foi gentilmente agitada, submetida & centrifugagdo, para sedimentagdo
dos componentes e incubada a 20 °C por 12 horas. Apds esse periodo, a mistura
foi submetida a diluigdo na proporgdo de 1:10 (10 pL de mistura para 90 uL de
tampéo TE). A porgdo restante foi armazenada em freezer a temperatura de —20°

C.
Reacdes de pré-amplificacio:

As reagdes de pré-amplificagio foram realizadas em tubos de 0,2 mL,
nos quais adicionaram-se 5 uL. de DNA obtidos da mistura de ligagdo, 5 uL de
Tampdo PCR 10X, 1uL de enzima Taq DNA polimerase (1 unidade/uL) para
obter um volume total de 51 ul. Esses reagentes foram gentilmente misturados e
rapidamente centrifugados para sedimentagio dos componentes. As reagdes
foram realizadas em termociclador Pelkin-Elmer modelo 9600, em que as
condi¢des de amplificagio foram 94° C por 30 segundos para desnaturagfo do
DNA, 60 segundos a 56° C para anelamento do primer e 60 segundos a 72° C
para amplificagio, perfazendo um total de 20 ciclos. Apos as reagGes, a mistura

foi mantida a 4° C.
Marcacio dos primers:
Os primers foram marcados com *P em tubos de 1,5mL nos quais

adicionaram-se 18 pL de primer Eco RI+2 pares de bases, 10 pL de agua
destilada, 10 pL de tampdo Kinase 5X, 10 pL de +P**(3.000 Ci/mmol), 2 pL
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enzima T4 Kinase, para um volume total de S0pL. Os reagentes foram
gentilmente misturados e brevemente centrifugados para sedimenta¢io dos
reagentes. A mistura foi incubada por 1 hora & 37° C, e posteriormente visando a
inativagdo dessa enzima com a finalidade de parar a reagdo, procedeu-se a

incubagZo por 10 minutos a 70° C, e apés a reagdo a mistura foi mantida a 4°C.
Reagdes de amplifica¢do seletiva:

Para cada par de primers, adicionaram-se os seguintes componentes em
um tubo de 1,5 mL: 5 puL primer EcoRI marcado, 45 uL de primer Msel
contendo DNTPs, para um volume total de 50 uL, perfazendo uma mistura
denominada mistura 1. Em outro tubo de 1,5 mL adicionaram-se 79 pL de agua
destilada, 20 puL de tampio PCR 10X, 1 gL de Taq DNA polimerase (5
unidades/ul)), para um volume total de 100 ML. Para cada reagio de
amplificagdo misturaram-se 5uL de reagdes pré-amplificadas submetidas a
diluigdes na proporgdo de 1: 50, com tampo TE, 5 uL da mistura 1, 10 uL da
mistura 2, perfazendo um total de 20 pL. As reagdes foram realizadas em
termociclador, usando um ciclo de 30 segundos a 94° C, 30 segundos & 65° C e
60 segundos 4 72° C. A seguir foram realizadas amplificagdes com temperaturas
com queda de 0,7° C a cada ciclo, num total de 12 ciclos. Adicionalmente
realizaram-se 23 ciclos de 30 segundos & 94° C, 30 segundos a 56° C e 60
segundos a temperatura de 72° C, perfazendo um tempo total de 2 horas e 2

minutos.
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TABELA 3 - Combinagio de primers (Gibco BRL), utilizada em estudo sobre
variabilidade do complexo Colletotrichum do algodoeiro. UFLA,
Lavras - MG, 2001.

Pré Amplificagio Combinag3o de primers

EcoRI Msel
AC EAT MCG
AC EAT MCA
AC EAT MCG
AC EAT MCC
AC EAA MCA
AC EAA MCC
AC EAA MCT
AC EAA MCG

Apbs as reagdes de PCR, adicionou-se um volume de 20 pL de corante
de formamida (98% de formamida, 10 mM de EDTA, azul de bromofenol,
xileno cianole) para cada Reagdo. As reagdes foram posteriormente aquecidas a
90° C por 3 minutos e imediatamente colocadas em gelo. 3 uL dessas reagdes
foram carreados por 2 horas e 30 minutos em gel desnaturante de poliacrilamida
12,5 %, que foram pré-corridos por 15 minutos. A eletroforese foi conduzida em
condi¢des de 90 V constantes. Os géis ao final da migragéo, foram secos em
papel Whatman 3MM. Subseqiientemente, autoradiogramas (Filme de Raios X,
Kodak) foram expostos por 1 a 7 dias & —80° C, e revelados para visualizagdo
dos fragmentos de AFLP.

Para a analise dos dados, foram consideradas a presenga € a auséncia de
fragmentos de AFLP, os quais foram obtidos em auto-radiogramas e transferidos
para uma matriz, na qual a auséncia de uma dada banda foi denominada por 0 e a
presenga por 1. As diferengas de intensidade de bandas ndo foram consideradas
uma vez que o marcador tipo AFLP é dominante. As anilises foram
desenvolvidas com o programa NTSYS-PC 2.1 (Rohlf, 2000), usando o
procedimento SIMQUAL. As similaridades (Sg;) entre os genétipos analisados
foram calculadas com o Coeficiente de Dice (1945) (Duarte & Santos, 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o teste de patogenicidade os isolados causadores da ramulose
apresentaram variagles de sintomatologia em fungdo das cultivares, e foram
classificados com notas de patogenicidade variando de 3 a 5. Isso provavelmente
ocorreu porque os isolados mostravam sintomas bem evidentes e todos do grupo
causadores da ramulose (Cgcl, 10166, 6236, CR5 e P15) apresentaram-se
bastante agressivos. Por outro lado, os isolados do grupo causadores da
antracnose (P13, Cg3, CAl, CA12, I16.2) foram classificados com a nota 1, isto
¢, a auséncia de sintomas para plantas inoculadas com esses microrganismos aos
30 dias.

A sintomatologia para os isolados causadores de ramulose consistiu de
superbrotamento dos galhos, tornando a planta com aspecto ramalhudo, porte
baixo, galhos contorcidos e dilatados, folhas encarquilhadas e deformadas. As
folhas se apresentavam com areas clordticas, com evolugdo para lesdes
necréticas arredondadas, alongadas ou angulares, &s vezes acompanhadas de
perfuragdes. As lesdes necrdticas, deprimidas ou elevadas, algumas vezes
fendilhadas, foram observadas nas hastes e nos peciolos das folhas (Figura 1).
Sintomas estes citados em concordincia com Abrahdo & Costa (1949), Abrahdo
(1961), Drumond (1961), Kimati (1980), Costa & Fraga Junior (1937), Tanaka,
(1990, 1995) e Dudienas (1990).



Testemunha Ramulose

o

FIGURA 1 - Sintomatologia especifica de isolados causadores de ramulose.
UFLA, Lavras - MG. 2001.

As analises de AFLP geraram um total de 418 bandas polimérficas, ¢ 16
monomorficas para as diferentes combinagdes de primers considerados (Tabela
3). Essa anilise possibilitou a clara distingdo dos isolados causadores da
antracnose daqueles que causam ramulose (Figura 2). As bandas que permitiram
essa distingio variaram de 50 a 300 pares de bases, e podem ser observadas ao
longo do gel (Figura 2).

Em trabalhos realizados por Carvalho e colaboradores (1996), Vieira
(1996) e também por Silva-Mann e colaboradores (2002), por meio de
marcadores RAPD e isoenzimas, foi possivel a distingdo entre isolados
causadores de ramulose e antracnose, que apresentavam sintomatologia para

ramulose e antracnose, usando marcadores RAPD e isoenzimaticos.
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FIGURA 2 - Fragmentos de AFLP, em gel de poliacrilamida, de isolados de
Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides.
UFLA, Lavras - MG.2001.

M= Marcador de pesos moleculares com bandas a cada 50 bases
R = sintomas ramulose; A = sintomas de antracnose
s polimorfismo

Tanto os marcadores morfo-culturais, quanto os moleculares do tipo
AFLP, separaram de forma similar os dois grupos de Colletotrichum (C.

gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides).
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De acordo com os resultados, hé concordancia com os dados obtidos por
Freeman & Rodrigues (1995), que empregando técnicas moleculares em 39
isolados de Colletotrichum acutatum, C. fragariae e C. gloeosporioides,
obtiveram agrupamentos correspondendo & classificagdo usando dados
morfolégicos. No entanto, Sutton (1992) ressalta que nenhum progresso nas
relagdes genéticas, para a identificagdo de fungos fitopatogénicos, tem sido
alcangado somente se baseando em caracteres morfologicos. A classificagdo das
relagdes genéticas entre as vérias espécies que compdem este género, usando
caracteristicas morfolégicas € dificil, por causa das mudangas que podem ocorrer
nas caracteristicas dos isolados sob vérias condigdes, afetando, por exemplo, a
pigmentagio, tamanho, e estrutura do acérvulo e septos nas setas bem como sua
ocorréncia (O’Neill, et al., 1996).

Vale ressaltar que, neste estudo, apesar de os testes de caracteristicas
morfo-culturais terem separado C. gossypii de C. gossypii var.
cephalosporioides, de forma similar aos dos marcadores moleculares do tipo
AFLP (Figura 3), esse ultimo detectou niveis diferenciais de diversidade

genética dentro de cada grupo.
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FIGURA 3 - Dendrograma de similaridades entre C. gossypii (P13, CG3, CA12,
CA-1, 116.2) e C. gossypii var. cephalosporioides (CGC1, 10166,
6236, CRS, P15), baseado em dados de AFLP. UFLA, Lavras-
MG, 2001.

Com relagdio & divergéncia dos isolados, ficou constatada, maior
variabilidade em isolados descritos como sendo os causadores da antracnose
(Tabela 4).

Para o grupo constituido pelos isolados causadores de antracnose, as
similaridades variaram de 50 a 70%, ao passo que, no constituido pelos
causadores da ramulose, as similaridades foram em torno de 80% a 96% (Tabela
4).

Em razio da maior divergéncia entre os isolados causadores da

antracnose, permite-se inferir sobre a origem da variedade cephalosporioides,
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que pode ter sido um variante patogénico de C. gossypii , como sugerido por

Chitarra (1996).

TABELA 4 - Estimativas das similaridades genéticas, em porcentagem
(coeficiente de Dice), entre isolados de Colletotrichum gossypii
e C. gossypii var. cephalosporioides, baseadas em dados de
AFLP. UFLA,Lavras-MG, 2001.

Gendtipos CGCl1 10166 6236  CRS P15 P13 CG3 CAl CAl2 116.2

CGC1  100,0

10166 80,70 100,0

6236 81,50 90,53 100,0

CR5 81,71 8854 91,75 1000

P15 8036 82,74 86,18 92,76 1000

P13 38,71 46,01 4858 43,61 4638 1000

CG3 4491 52,72 59,14 5745 5322 78,03 1000

CAl 1244 1390 1597 1498 13,71 52,04 49,40 100,0

CAl12 37,76 54,16 52,52 52,49 4807 67,10 8548 5234 1000
1162 3891 52,89 5341 5243 4830 7333 8732 51,22 87,77 100,0

Isolados: CGCl1, 10166, 6236, CRS5, P15 = Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides; P13, CG3, CAl, CA12, 116.2 = Colletotrichum gossypii

Observa-se pelos resultados (Tabela 4), que os isolados fiingicos CR5 e
P15 apresentam alta similaridade entre si (92,76 %). Vale ressaltar que apesar de
serem provenientes de campos de produgdo diferentes, ambos isolados sdo
originarios do Estado de S@o Paulo. E interessante observar que isolados
provenientes de um mesmo campo, embora infectando espécies diferentes,
apresentam similaridade superior a 90%. Neste sentido, enquadra-se, por
exemplo, o isolado 10166 oriundo de plantas de algodoeiro (Gossypium
hirsutum) e o 6236 de plantas de picdo (Bidens pilosa), ambos apresentando

sintomas de ramulose. Essa habilidade em infectar diferentes espécies tem sido
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relatada por Bailey & Jeger (1992) para fungos pertencentes ao género Fusarium
¢ Colletotrichum. Esta facilidade de usar diferentes espécies de hospedeiros, faz
com que os fungos permanegam em restos culturais € em plantas daninhas. Em
termos evolutivos é um aspecto favordvel & sua disseminagéio e adaptagdo as
condigGes adversas do meio ambiente. Mas do ponto de vista agrondmico, isso
gera implicagGes importantes para a instalagdo de campos de produgdo para a
cultura do algodoeiro e para estratégias de controle de doengas.

Dentro do grupo dos isolados causadores da ramulose, o mais
divergente, foi o Cgcl, com uma similaridade média de 81,06 % em relagdo aos
demais isolados (Tabela 4). Esse isolado apresentou sintomas de patogenicidade,
bem caracteristicos como redugdo de internédios, e lesdes foliares em forma de
estrela, bem como a ocorréncia de acérvulos, quando inoculado artificialmente
em plantas de algodoeiro.

Apesar de nio ter sido detectado nenhum grau de divergéncia pelo teste
de caracteristicas morfo-culturais, o isolado denominado CAl, apresentou uma
similaridade média de 51,25 %, quando comparado com os demais, sendo o
mais divergente (Tabela 4). No entanto, quando esse isolado foi comparado com
os causadores da ramulose, a similaridade média encontrada foi de apenas 14,20
%. Dessa forma, apesar da baixa similaridade desse isolado em relagio aos
demais causadores da antracnose (51,25%), 0 mesmo se mostra muito divergente
dos causadores da ramulose (85,80%) o que evidencia a eficiéncia na distingsio
dos mesmos usando dados de AFLP. O mesmo é vélido para o isolado Cgcl,
causador de ramulose. Apesar de se mostrar o mais divergente dentro do grupo
dos causadores de ramulose, pela técnica AFLP, quando comparado com os
causadores da antracnose, esse mostra similaridade média de 34,55%. Dessa
forma, pelos resultados das estimativas de similaridade, pode-se inferir que
similaridades inferiores a 34% permitem a distingéo dos isolados causadores da

antracnose dos da ramulose.
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Esses resultados reforgam a importincia da técnica de AFLP para a
identificagiio e caracterizagio de isolados flingicos, como ja mencionado por
Kelly et al (1994), na diferenciagio entre isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris, que apresentam alta correlagdo entre os dados de AFLP e os de
patogenicidade. Esses isolados puderam ser distinguidos em nivel de forma
speciales, o que demonstra a potencialidade da técnica para esse tipo de estudo.

A concordincia dos dados obtidos com marcadores AFLP com as
caracteristicas morfo-culturais e patogenicidade, talvez se deva ao fato de os
isolados aqui empregados se mostrarem bem caracteristicos com relagdo a
patogenicidade, agressividade e, portanto, caracteristicas fenotipicas. Ressalta-
se, no entanto, a importancia desse tipo de conhecimento, o qual possibilita a
clonagem dessas bandas € a construgdo de primers especificos, visando ao
desenvolvimento de kits de diagnéstico que possibilitam a detecgdo rapida e
segura de isolados altamente agressivos, que causam Os maiores danos e

prejuizos econémicos, quanto da sua introdugdo em campos de algoddo.

6 CONCLUSOES

O uso de marcadores- AFLP permite a diferenciagéo dos isolados
causadores da ramulose dos isolados causadores da antracnose.

Os isolados causadores da antracnose apresentam-se mais divergentes
que os causadores da ramulose, baseando-se nos dados de similaridade por
marcadores AFLP.

Os agrupamentos obtidos com dados AFLP sdo coerentes com dados de

caracteristicas morfo-culturais e patogenicidade.
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CAPITULO 3

VARIABILIDADE GENETICA EM ISOLADOS DO COMPLEXO
Colletotrichum ASSOCIADOS A SEMENTES E PLANTAS DE
ALGODOEIRO USANDO MARCADORES AFLP.

1 RESUMO -

MANN, Renata Silva. Variabilidade genética em isolados do complexo
colletotrichum associados 3 sementes e plantas de algodoeiro usando
marcadores AFLP. In.____. Diversidade do Complexo Colletotrichum e de
cultivares de algodoelro por meio de marcadores moleculares. 2002. Cap.3
Tese (Doutorado em Fitotecnia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

O conhecimento da variabilidade genética de microrganismos tem auxiliado na
detec¢do de patdgenos e contribuido para a escolha de estratégias de controle
dos mesmos. Objetivou-se com esta pesquisa avaliar a variabilidade de isolados
de Colletotrichum obtidos de plantas e de lotes de sementes de algodoeiro por
meio de marcadores de DNA do tipo AFLP. A pesquisa foi conduzida no
Laboratério de Técnicas Moleculares (Sementes-UFLA) e na Brigham Young
University (BYU), empregando 54 isolados de 16 municipios do Brasil,
classificados pelo blotter test e teste de patogenicidade, em C. gossypii e C.
gossypii var. cephalosporioides. No blotter test amostras de 200 sementes
(variedades IAC-22, ITA-90) inoculadas com culturas de 3 dias em BDA foram
avaliadas para as caracteristicas: coloragdo da cultura, posigdo e densidade do
micélio, tipo de setas e conidi6foros. Para a patogenicidade solugdes de 10
conidios/mL foram pulverizadas em plantas com 30 dias de idade (variedades
IAC-22, ITA-90, ITA-96, Epamig-5 € Redengdo) e sintomas avaliados aos 10 e
40 dias ap6s a pulverizagdo. Para as andlises de AFLP o micélio foi cultivado
por 7 dias em meio liquido, e extragdes do DNA executadas em Kit Dneasy
Qiagen. As anélises de AFLP geraram 300 bandas polimérficas, empregadas
para célculo de similaridades usando o Coeficiente Dice. Nos agrupamentos,
dados de hospedeiros, classificagdo morfo-cultural, origem e fonte doadora ndo
mostraram uma coeréncia com os grupos formados. No entanto, quando se
considerou a parte da planta da qual os isolados foram obtidos, os isolados de

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Antdnio Carlos Fraga — UFLA.
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folhas foram agrupados em um mesmo subgrupo e os obtidos de sementes, em
outro, demonstrando uma possivel ocorréncia de 6rgio da planta-especificidade.
Para os causadores da ramulose e antracnose a similaridade média foi de 80,09
% e 78,39 %. A menor similaridade para ramulose foi de 53,67% e para
antracnose 10,85 %, o que demonstra a grande variabilidade desses patégenos.

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Antdnio Carlos Fraga — UFLA.
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2 ABSTRACT

MANN, Renata Silva. Genetic variability in Colletotrichum complex isolates
associated with cotton seeds and plants using AFLP markers. In:__.
Diversity of the Colletotrichum complex and cotton cultivars by molecular
markers.2002. Cap.3 Thesis-(Doctor degree in Crop Science) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras*. '

Knowledge of genetic variability in microorganisms has helped in pathogen
detection and contributed to control strategy choice. This study was carried out
to assess the variability of Colletotrichum isolates obtained from cotton plants
and seed batches by AFLP type DNA markers. The study was carried out at the
Laboratory for Molecular Techniques (UFLA) and at Brigham Young University
(BYU, USA) using 49 isolates from 16 Brazilian counties, classified by the
blotter and pathogenicity tests as C. gossypii and C. gossypii var.
cephalosporioides. In the blotter test samples of 200 seeds (IAC-22, ITA-90
varieties) inoculated with 3-day cultures in BDA were assessed for the
" characteristics culture coloring, mycelia position and density, seta and
conidiophore type. For the pathogenicity test, 10° conidia/mL solutions were
sprayed on 30-day old plants (JAC-22, ITA-90, ITA-96, Epamig-5 and
Redeng#o varieties) and symptomis were assessed 10 and 40 days after spraying..
For the AFLP analyses, the mycelia were cultivated for 7 days in liquid medium
and the DNA was extracted by Kit Dneasy Qiagen. The AFLP analyses
generated 300 polymorphic bands from which the similarity was calculated by
the Dice Coefficient. In the clusters, host, morpho-cultural classification, donor
origin and source were not coherent with the clusters formed. However, when
the part of the plant from where the isolates had been obtained was considered,
the leaf isolates were grouped in the same sub-cluster and those obtained from
seeds clustered in another.The mean similarity of the isolates was 84,42%. The
mean similarity was 80.09% and 78.39% for ramulose and anthracnose causers.
The least similarity for ramulose was 53.67% and 10.85% for anthracnose that
demonstrates the great variability of these pathogens in association with cotton
plants and seeds.

*Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens
— Brigham Young University, Dr. Antdnio Carlos Fraga — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Os fungos sdo um grande e diverso grupo de organismos, estando _
presentes em uma variabilidade de formas, em quase todo habitat. Muitos
esforgos tém sido feitos para controlar as doengas causadas por fungos por meio
de programas de melhoramento, incluindo selegdo, modificagio genética de
ambos, hospedeiros e patégenos, e introdugdo de cultivares resistentes. O
sucesso dessas medidas depende da yariabilidade genética da populagdo e dos
sistemas genéﬁcos por meio dos quais ela interage com o hospedeiro e regula
sua préprié estrutura genética.

Fungos possuem uma variedade de mecanismos para introduzir variagdo
genética em seu ciclo de vida, durante a reprodugdio sexual ou
independentemente dela (McDonald, 1990; Kinscherf & Leong, 1988; Kistler &
Miao, 1992; Roca Magallanes, 1997; Veld et al., 1998). A variabilidade
resultante afeta as relagﬁes entre patégeno e hospedeiro em muitos niveis, e
ajuda o fungo a se adaptar prontamente &s mudangas nas condigdes ambiente,
incluindo a introdug#o de novos genétipos de hospedeiros.

Avangos tém sido obtidos com o uso de marcadores moleculares, para
identificar e quantificar essa variabilidade (Kozlowski & Stepien, 1982; Shots et
al., 1994; Chitarra, 1996; Silva-Mann et al,, 2002; Vieira, 1996). A vantagem de
marcadores moleculares € ilimitada por causa do grande nimero de locos
polimérficos que eles podem detectar em genétipos individuais para acesso
direto da variagdo genética das populagdes.

O marcador molecular do tipo AFLP (Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos Amplificados), foi relatado por Zabeau (1993), como uma
tecnologia capaz de criar grande nimero de fragmentos a partir de nanogramas

de DNA gen6mico, usando reagbes em condigdes de alta estringéncia que
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garantem uma maior reprodutibilidade. Como resultado, padrdes de bandas de
DNA podem ser gerados com maior resolugdo e contetido de informagéo.

A técnica de AFLP tem sido empregada para acessar os niveis de variagdo
genética entre espécies e isolados do género Colletotrichum. O’Neill e
colaboradores (1996) caracterizaram os patgenos de alfafa em dois niveis
dentro do complexo Colletotrichum. Essa caracterizagdio foi coerente com a
patogenicidade, a qual até entdo era feita por meio de marcadores morfoldgicos,
que falhavam na identificagéo desses isolados. '

O microrganismo Eutypa armeniacae ou E. lata, tem apresentado dividas
com relacﬁo.é classificago taxondmica para espécies. O estudo de 115 isolados
de Eutypa, por AFLP, anilise de seqiiéncia de DNA ribossomal da ITS, permitiu
distinguir os isolados obtidos de Quercus lobata daqueles que infectam uvas. A
anilise das seqiiéncias de DNA ribossomal sustentou o agrupamento obtido
pelos dados de AFLP. Ainda se pdde observar uma habilidade das espécies
desse patégeno em infectar hospedeiros nativos e cultivados, sugerindo o
potencial para as espécies nativas de servirem como fonte de inéculo para novas
fontes de infecgdo. Essas informagSes foram valiosas na formulagio de
estratégias de manejo e controle da doenga (Descenzo et al., 1999).

"Para os microrganismos causadores de antracnose e ramulose em algodoeiro,
informagdes sobre a variabilidade desses patégenos e dados sobre marcadores
moleculares de DNA, tém sido escassos. Essas informagdes podem abrir
perspectivas para estudos com esses fungos, e ainda podem servir como base
para elucida¢des taxondmicas, entendimentos sobre a variabilidade e alternativas
que os mesmos podem utilizar para ampliar essa variabilidade.

Pela presente pesquisa teve-se o objetivo de avaliar a similaridade genética
de isolados de Colletotrichum obtidos de plantas e de lotes de sementes de

algodoeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Técnicas Moleculares e
Anélise de Sementes do Departamento de Agr'icultura da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras - MG (Brasil) e na Brigham Young University —
Provo - Utah (USA).

" Os 49 isolados empregados neste trabalho (T: abela 1) foram obtidos da
Micoteca do Laboratério de Patologia de Sementes do Depértamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - MG, isolados de lotes de
sementes de 15 diferentes municipios do Brasil e identificados pelo teste de
sanidade (blotter test) e hébito de crescimento determinado por Chitarra (1996).
O inéculo foi recuperado mediante o cultivo dos isolados em meio BDA (extrato
de 250 g de batata - 20 g de dextrose - 20 g de 4gar por litro) por sete dias. Para
o teste de patogenicidade foram utilizadas plantas das cultivares indicadas para
plantio no Estado de Minas Gerais, IAC-22, ITA-90, ITA-96, Redengdo
(Epamig-4) e Precoce (Epamig-5) com 30 dias de idade. A inoculagdo foi
realizada por meio de pulverizagGes da suspensdo de inéculo, na concentragio
de 10° conidios/mL com incubagdo em cémara umida por 72 horas. Na
testemunha, as plantas foram pulverizadas com 4gua deionizada autoclavada. As
plantas foram isoladas umas das outras por meio de uma protegdo plastica,
evitando, dessa forma, contato entre plantas inoculadas com os isolados dos

diferentes fungos
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TABELA 1- Caracteristicas dos isolados por regido de origem, hospedeiro e

notas de patogenicidade obtidos de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides segundo critérios de Cia (1977). UFLA, Lavras
- MG, 2001.

Isolado  Patogenicidade Fonte Localidade Hospedeiro
Cge2 2 IAPAR Andiré-PR G. hirsutum’- IAPAR 71-PR3
Cge2.7 2 IAPAR Andiré-PR G. hirsutum’- IAPAR 71-PR3
Cge3 2 Toitinga Ibitinga-SP G. hirsutum'- 1B007/95 IAC 20-A
Cgc6 2 IAPAR Cambara-PR G. hirsutum’- IAPAR 71-PR3
Cgc8 2 CATI Lucélia-SP G. hirsutum’- Lu012/95 IAC21
Cgc9 2 CATI Intibia P.-SP G. hirsutum'- Lu010/95 IAC20
Cgcl0.10 2 IAPAR Andirad-PR G. hirsutum’- IAPAR 71-PR3
Cgell 2 IAPAR  [tambaraci-PR G. hirsutum'IAPAR 71-PR3
Cgcl2 2 COAMO  Campo Mourdo-PR G. hirsutum'- 1.001- IAC20
Cgcl4 2 COAMO  Campo Mourdo-PR G. hirsutum'- L001-IAC20
Cgcl5 2 Thitinga Ibitinga-SP G. hirsutum'- IB 007/95 IAC 20-A
Cgclé6 2 COROL Londrina-PR G. hirsutum’- I1AC20- PR
Cgcl7 2 COROL Jataizinho-PR G. hirsutum'- PRO3
Cgcel7.1 2 COROL Jataizinho-PR G. hirsutum'’- PRO3
Cgcl8 2 COROL Assai-PR G. hirsutum’- PRO3
Cgcl9 2 Cervaliho  Cervalinho-SP G. hirsutum'- IB013/95 IAC21-A
Cgc20 2 Tbitinga Ibitinga-SP G. hirsutum'- 1B007/95 IAC 20-A
Cgc23 2 IAPAR Andird-PR G. hirsutum'- IAPAR 71- PR3
Cgc25 2 IAPAR Cambara-PR G. hirsutum'- 1APAR 71- PR3
Cgc26 2 IAPAR Itambarac4-PR G. hirsutum’- IAPAR 71- PR3
Cgl 1 UFLA Lavras-MG G. hirsutum'
Cg2 1 IAPAR Andird-PR G. hirsutum’- IAPAR 71 -PR3
Cg3 1 Ihitinga Ibitinga-SP G. hirsutum'- IB 007/95 IAC 20-A
Cgd.3 1 IAPAR Andird-PR G. hirsutum'-IAPAR 71- PR3
Cg9 1 CATI Inuibia P.-SPta G. hirsutum’- Lu 010/95 1AC-20
Cgtl1 1 IAPAR Itambaracé-PR G. hirsutum’- IAPAR 71-PR3
Cgl4 1 COAMO  Campo Mour#io-PR G hirsutum'- L010/95 IAC-20
Cgls 1 Ibitinga Ibitinga-SP G. hirsutum'- 1B010/95- IAC20
Cgl? 1 COROL Jataizinho-PR G. hirsutum'- PRO3
Cg 176 1 COROL Jataizinho-PR G. hirsutum'- PRO3

«...Continua...”
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“TABELA 1, Cont.”

Cgls 1 COROL Assai-PR G. hirsutum PRO3
Cg20 1 Ibitinga Ibitinga-SP G. hirsutum'- IB 010/95 IAC 20
Cg20.1 1 Ibitinga Ibitinga-SP G. hirsutum' IB 010/95 IAC 20
Cg27 1 IAPAR Andira-PR G. hirsutum’- IAPAR 71-PR3
Cg28 1 COTTON  Capindpolis-MG G. hirsutum'- 1AC21
Cg29 1 COTTON Ituverava-SP G. hirsutum'- AC20
P13 1 Lavras Lavras-MG G. hirsutunr’-
CAl 1 Piracicaba Piracicaba-SP G. hirsutum’
CAl12 1 Capinépolis Capinépolis-MG G. hirsutum’- 1AC21
116.2 1 Uberlandia Uberléndia-MG G. hirsutum’- ITA90
Cgel 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum’
Cged 2 IAPAR Andira-PR G. hirsutum’-IAPAR 71-PR3
Cgcs 3 IAPAR Andira-PR G. hirsutum'-IAPAR 71-PR3
CRS 5 IAC Htuverava-SP G. hirsutum’-IAC20
3564 5 IAC Piracicaba-SP . G. hirsutum®
3739 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum®
6236 5 IAC Piracicaba-SP Bidens pilosa’
6727 5 IAC Piracicaba-SP- Bidens pilosa’
6739 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum®
10166 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum®
11086 5 IAC Piracicaba-SP Amendoim bravo®
11325 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum’
11326 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum’®
P15 5 IAC Piracicaba-SP G. hirsutum®

!': microrganismos isolados de sementes de algodoeiro
2 : microrganismos isolados de plantas doentes de algodoeiro

As avaliagbes foram realizadas aos 10 e 40 dias apés a inoculagdo, de

acordo com critérios estabelecidos por Cia (1977), com adaptagdes (Tabela 2).
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TABELA 2 - Tabela adaptada de Cia (1977) para avaliagio dos sintomas em
plantas de algodoeiro, inoculado com fungos do complexo
Colletotrichum. UFLA, Lavras - MG, 2001.

SINTOMAS NOTA
Planta sem sintoma (auséncia de 1€55€s)........cccerurrrurerceraeresissisnsuenanes 1
Plantas com manchas estreladas nas folhas do ponteiro...........cecceeeec 2

Planta com redugio dos internédios inferior a 40 %, quando
comparada com a testemunha e com manchas foliares circulares e
ESITEIAAAS. ...veeveereeeerrenererrecaeseseetetertesiesnisnsanessessssasssasaassssssesstanns 3
Planta com superbrotamento e diminuigdo do seu crescimento
(redugdio no porte de 40 a 60 % quando comparada com a

LESTEIMIUNNIA. «..cuveeuveerereecaerieeeesnerecoseistssessissnssnssassnssnsserstassassassssessssassnsas 4
Planta com superbrotamento e com desenvolvimento comprometido
(redugdo do porte superior ou igual @ 60 %).......cccviiiierninciccecrrininn 5

A extragio de DNA foi em micélio filngico obtido cultivando-se os
isolados em meio liquido (10 g de glicose; 1,0 g de NH,H,PO;; 0,2 g de KC;
0,2 g MgSO,. 7 H,0; 5 g de extrato de levedura; 1 mL de CuSO,. 5 H,0; 5 % de
polivinilpirrolidone; 1 mL ZnSO,. 7 H,O . 1 % p/v para 1000 mL de 4gua
destilada esterilizada) (Mills et al., 1994). Foram colocados 150 mL do meio
liquido em erlenmeyer de 250 mL, em seguida foi autoclavado a 121° C por 20
minutos. Posteriormente, em cada erlenmeyer foram colocados, 3 discos de 5
mm cada, dos respectivos cultivos monospdricos dos isolados (Tabela 1), que
foram incubados por 7 dias 4 temperatura de aproximadamente 22° C £+ 2° C, em
mesa agitadora orbital (Modelo MA 140), a 17 rpm. O micélio resultante foi
filtrado a vacuo em cdmara de fluxo laminar, e posteriormente liofilizado em
liofilizador Modelo L4KR Edwards, por 48 horas, sob temperatura de -40° C,
pressdo 10" mbar. As extragdes do DNA foram executadas empregando Kit
DNeasy Qiagen (1999).

As anéalises de AFLP foram desenvolvidas usando o protocolo da Life
Technologies (decrito no Capitulo 2). A amplificagéo seletiva foi feita com

primers Eco RI + 2 pares de bases e Msel + 2 pares de base, para as diferentes
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combinag¢des dos primers (Tabela 3), sendo os primers Eco RI marcados com

radioisétopo fésforo 33 .

TABELA 3 - Combinagéo de primers (Gibco BRL), utilizada em estudo sobre
variabilidade do complexo Colletotrichum do algodoeiro. UFLA,
Lavras - MG, 2001.

Pré Amplificagio Combinagio de primers

EcoRI Msel
AC EAT MCG
AC EAT MCA
AC EAT MCG
AC EAT MCC
AC EAA _ MCA
AC EAA MCC
AC EAA MCT
AC EAA MCG

Os produtos das amplificagdes foram carreados por 2 horas e 30 minutos
em gel desnaturante de poliacrilamida 12,5 %, que sofreram uma pré-corrida por
15 minutos. Os géis ao final da migragio, foram secos em papel Whatman
3MM. Subseqiientemente, autoradiogramas (Filme de Raios X, Kodak) foram
expostos por 1 a 7 dias a —80° C para visualizagdo dos fragmentos de AFLP.

Para a anilise dos dados, foram consideradas a presenca e a auséncia de
fragmentos de AFLP, nos quais a auséncia de uma dada banda foi denominada
por 0 e a presenga por 1. As diferengas de intensidade de bandas nio foram
consideradas, uma vez que o marcador tipo AFLP é dominante. As andlises
foram desenvolvidas com o programa NTSYS-PC 2.1 (Rohlf, 2000), usando o
procedimento SIMQUAL. As similaridades entre os genétipos analisados foram

calculadas com o Coeficiente de Dice (1945).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na analise de marcadores AFLP, os isolados do complexo
Colletotrichum que infectam o algodoeiro foram agrupados em dois grandes
subgrupos (Figura 1). Ressalta-se que os isolados Cgc 20 e Cg 4.3, apesar de
terem sido classificados pelo teste de carateristicas morfo-culturais em
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e C. gossypii pelo teste de
patogenicidade, obtiveram notas 2 e 1 (Tabela 1) e apresentaram-se como 0s
mais divergentes, ndo sendo incluidos em nenhum dos dois subgrupos quando da

utilizagio dos dados gerados por marcadores AFLP (Figura 1).

plantas
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FIGURA 1 - Dendrograma de similaridades de isolados de C. gossypii ¢ C.
gossypii var. cephalosporioides, baseados em gados AFLP,
Lavras-MG, 2001.
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Dentro do primeiro subgrupo o isolado que se apresentou mais
divergente em relagdo aos demais (divergéncia média de 14%) (Tabela 1A) foi o
isolado P13, o tnico classificado pelo teste de caracteristicas morfo-culturais
como o causador da antracnose que pelo teste de patogenicidade obteve nota 1,
ou seja, auséncia de sintomas para ramulose. Os demais isolados agrupados
nesse subgrupo obtiveram nota 5 pelo teste de patogenicidade, ou seja,
sintomatologia bem caracteristica de ramulose. No segundo subgrupo a
similaridade média entre os isolados foi de 80 % (Tabela 1 A), apesar de se ter
nesse subgrupo 14 isolados classificados como causadores da antracnose e 22 da
ramulose pelo teste de caracteristicas morfo-culturais. Pelo teste de
patogenicidade esses isolados apresentaram sintomatologia bastante variada,
obtendo notas de 1 a 5. Ressalta-se que todos os isolados agrupados no segundo
subgrupo foram anteriormente isolados de sementes que encontravam-se
preservados em 6leo mineral na micoteca do Laboratério de Patologia de
Sementes (UFLA). Os isolados agrupados no primeiro subgrupo foram
anteriormente isolados de plantas e encontravam-se preservados em meio BDA
na Micoteca do IAC. Vale ressaltar, no entanto, que todos os isolados foram
recuperados em meio BDA. Observa-se pela Figura 1 que quando se considerou
o agrupamento utilizando informagGes sobre o material obtido para isolamento,
obteve-se uma perfeita relagdo entre dados e agrupamentos, ou seja, todos os
isolados obtidos de plantas com sintomatologia caracteristica para
Colletotrichum foram agrupados em um mesmo subgrupo e os obtidos de
sementes, em outro subgrupo.

Apesar de o0 agrupamento ter sido em fungo do material utilizado para o
isolamento dos fungos, parece que a forma como eles foram preservados pode
ter influéncia na relagdo dados/agrupamento. Tanto assim, que no Capitulo

anterior em que todos os isolados foram obtidos de plantas, porém todos
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preservados em meio BDA, foi possivel uma perfeita diferenciagdo entre os
causadores da ramulose, dos da antracnose pelo uso da técnica de AFLP.

Por outro lado, existe ainda a possibilidade de uma segunda hipétese, ou
seja, embora essas informagdes ndo se relacionem diretamente a especificidade a
hospedeiros, elas indicam uma provavel existéncia de um reconhecimento
especifico entre plantas e/ou sementes e patogenos. A especificidade de alguns
microrganismos por determinados 6rgios em plantas tem sido relatada para
Discula sp. ¢ um isolado ndo identificado como Lb, os quais foram
freqiientemente encontrados em folhas. Para o género Phomopsis sp. também
tem sido relatada certa especificidade por determinados 6rgios de plantas, esse
microrganismo foi encontrado em maior quantidade em hastes. Este estudo ainda
demonstrou que a ocorréncia de alguns fungos em folhas em determinadas
épocas do ano pode depender do estadio de desenvolvimento da planta, sendo
observado um certo grau de especificidade dependendo do hospedeiro (Sahashi,
2002). Assim devem ocorrer eventos de interagéio patogeno-hospedeiro que aqui
se relacionam a plantas-patégeno e semente-patégeno, que ditam a ocorréncia ou
ndo de patogenicidade a qual pdde ser verificada por marcadores AFLP. No
entanto, isso até o momento ¢ mais uma especulagdo, uma vez que falta um
entendimento cientifico para explicar esses dados. Poderia se supor que alguns
isolados de parte aérea sofram uma possivel alteragdo genética de forma a
permitir que o isolado que estava infectando a planta seja transmitido por suas
sementes e/ou vice-versa.

Os resultados encontrados, dessa forma, demonstram o potencial de
variabilidade que microrganismos podem apresentar pela habilidade dos
mesmos, em buscar meios para sua sobrevivéncia. Os diferentes substratos dos
quais os fungos foram isolados também representam papel importante nas
interagdes patogenos-hospedeiro, levando os microrganismos a alteragdes pela

presenga de elicitores. Hansen & Snyder (1938) observaram em isolados obtidos
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de um tnico esporo, variagdes na morfologia da colénia, o que pode ser
entendida, como consegiiente alteragdo no material genético. Alguns autores tém
citado alteragdes em fungos principalmente os pertencentes ao género
Colletotrichum e Fusarium (Bayley & Jeger, 1992; Pederson & Kiesling, 1979).
Outros tém enfatizado a variag8io que pode ser gerada por cultivos sucessivos in
vitro de microrganismos como o0s pertencentes ao género Magnaporthe
(Giatgong & Frederikson, 1969). Essas citagdes demonstram que podem existir
mecanismos que ampliam a variabilidade de fungos filamentosos, levando a uma
série de alteragSes fenotipicas e genotipicas que ndo s3o facilmente explicadas.

A reprodugdo sexuada tem sido relatada como a principal fonte de
variabilidade em fungos, no entanto, existem relatos de fungos mitospéricos, que
apresentam grande variabilidade quando cultivados em laboratério ou campo
(Rodrigues, 1987).

As técnicas moleculares tém sido ferramentas titeis para detectar e
identificar tal variabilidade dos fungos. Em Mycosphaerella graminicola, entre
93 isolados de um tinico campo de produgdo foi possivel a identificagdo de dois
haplotipos distintos usando marcadores RFLP. Essa variagdo entre isolados de
um mesmo campo, em que os fungos apresentam reprodugdo assexual, parece
ser bem comum, e tem sido relatada em fungos que apresentam meiose em parte
do seu ciclo de vida, e também em fungos nos quais a meiose ndo é relatada. Tal
variagdo pode ser explicada como mais uma necessidade em gerar variabilidade
por esses microrganismos, que sempre se encontram sujeitos a condigSes
desfavoraveis para o seu crescimento e sobrevivéncia.

Mesmo estando esses organismos divididos em 2 subgrupos, a
similaridade média encontrada para os isolados causadores da ramulose foi de
80,09 %, dos quais o menor valor de similaridade encontrado foi de 53,67 %
entre os isolados Cgc 20 e Cgcl, e o maior valor de 99,03 % entre os isolados

Cgc 4 e Cgc 5 (Tabela 1A). Esses isolados citados anteriormente foram obtidos
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de sementes, com excegdo do isolado Cgc 1 obtido de plantas de algodoeiro. O
menor valor de similaridade encontrado para os isolados Cgc 20 e Cgcl, talvez
se deva ao fato de os mesmos terem sido obtidos de sementes e plantas de
algodoeiro e preservados de forma diferente. J4 os isolados que apresentaram
maior valor de similaridade dentro dos causadores da ramulose, foram obtidos
de sementes provenientes da mesma regiio, Andirdi-PR e de um mesmo
hospedeiro, a cultivar IAPAR 71-PR311. E valido ressaltar que nem sempre se
obteve uma relagdo entre similaridade fenotipica ou genotipica e a origem
geogréafica para isolados fiingicos. Para esses isolados, a maior similaridade
talvez se deva ao fato de os mesmos terem sido obtidos de uma mesma cultivar
hospedeira, que coincidentemente foi obtida da mesma regi&o.

De forma andloga, esses resultados concordam com os obtidos por
Teixeira (2001), que encontrou resultados para pesquisa com Acremonium
strictum, em que isolados provenientes de um mesmo Estado, apresentaram
fenétipos e gendtipos mais variados do que isolados oriundos de Estados
diferentes. Apesar disso, esse autor correlacionou esse evento com a utilizagdo
de isolados obtidos de hospedeiros com base genética diversificada, os quais
poderiam exercer alguma influéncia sobre o comportamento dos isolados, maior
que a origem geografica. Com esses resultados reforga-se a potencialidade da
técnica de AFLP na avaliagio da diversidade genética de microrganismos.

Para os isolados causadores de antracnose a média de similaridades
encontrada foi de 78,39%, € o menor valor de similaridade é de 10,85% para os
isolados Cg 3 e Cg 4.3, e 0 maior valor de similaridade entre os isolados Cg 17 ¢
Cg 29 (95,49%) (Tabela 1A). O isolado Cg 3 e Cg 4.3 foram obtidos de
sementes, sendo Cg 3 obtido de sementes da regifo de Ibitinga-SP e da cultivar
[B007/95 IAC, e o Cg 4.3 de Andira-PR da cultivar IAPAR 71-PR3 (Tabela 1).
Os isolados com maior valor de similaridade Cg 17 e Cg 29, foram obtidos de
Ituverava-SP da cultivar IAC-20, e de Jataizinho-PR da cultivar PRO3. Po meio
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desses resultados sugere-se uma alta proximidade entre os isolados, apesar de os
mesmos terem sido isolados de diferentes cultivares e regido de origem
diferentes.

Os isolados 6236, 6727 € 11086 foram isolados de outras espécies de
hospedeiros, que estavam em campos de produgdo de algoddo, como Bidens
pilosa e Amendoim bravo (Comunicagio pessoal por Maria Aparecida de Souza
Tanaka e Maria Angélica Pizzinato- fonte relatério de entrada de materiais para
analise-IAC). Essas espécies sdo plantas daninhas, que foram encontradas nos
campos de producdo de Piracicaba, que apresentavam sintomas de ramulose.
Observa-se que esses isolados foram agrupados em um mesmo subgrupo,
conforme pode ser visto pelo dendrograma de similaridade (Figura 1). Esses trés
isolados foram eficientes em infectar plantas de algodoeiro, o que demonstra a
capacidade desses de infectarem outras espécies. Isso, sem divida, é um fator
complicante na erradicagdo da doenga em campos de producdo, uma vez que
essas plantas invasoras podem permanecer nos locais de produgdo, tornando-se
um foco pérmanente do referido patdgeno. Ressalta-se que esses isolados
apresentaram-se, nos testes de patogenicidade, altamente agressivos, mostrando
sintomas que iam de les3es a redugdo de internédios e superbrotamento.

Quando nas anédlises de agrupamento se consideraram, como
tratamentos, os hospedeiros, a classificagdo morfo-cultural, local de origem e
fonte doadora, os dendrogramas de similaridade baseados em marcadores de
AFLP, ndo diferiram entre si, ou seja, ndo existiu uma relagdo direta entre
isolados de Colletotrichum e hospedeiros, classificagdo morfo-cultural,
localidade e fonte cedente desses isolados.

Por outro lado, nas anilises de agrupamento, quando se considerou
como tratamento o material do qual foram isolados os fungos em questio,
observou-se uma perfeita relagio entre isolados e material utilizado no

isolamento destes.
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Dessa forma, todos os isolados obtidos de plantas doentes no campo
foram agrupados em um mesmo subgrupo e os obtidos de sementes em outro
subgrupo.

Como ja mencionado anteriormente, apesar de o agrupamento ter sido
em fungio do substrato vegetal utilizado como fonte para o isolamento dos
fungos, a forma como eles foram preservados deve ser considerada na relagéo
dados/agrupamentos.

Caracteristicas como as empregadas nesta pesquisa podem dar suporte 2
constatagdo de que uma série de eventos podem estar envolvidos na expressdo
de caracteres morfo-culturais, bem como de patogenicidade, o que nem sempre
pode ser amostrado pela analise de seqiiéncias amplificadas por técnicas como
os marcadores moleculares de AFLP. Tais caracteres podem ser controlados por
vérios genes, € ainda esses microrganismos podem estar sujeitos a eventos para
ampliagfo da sua variabilidade. |

Dessa forma, novas perspectivas surgem e podem levar a necessidade de
novas pesquisas para melhor compreensdio desse patégeno, principalmente
quando em associagdo com sementes, bem como o modo utilizado para
preservagao in vitro.

A posi¢do taxondmica dos isolados do complexo Colletotrichum,
considerados neste estudo, € em outros, permanece ndo resolvida uma vez que
nem todos foram agrupados com base em critérios de patogenicidade e

morfologia.

6 CONCLUSOES

Os isolados do complexo Colletotrichum associados ao algodoeiro

apresentam alta similaridade, com um valor médio de 84,42%.
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A similaridade média dos isolados causadores da ramulose e da
antracnose € alta (80,09% e 78,39%), e o menor valor para ramulose é de

53,67% e para antracnose, de 10,85%.
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CAPITULO 4

DIVERSIDADE GENETI'CA EM CULTIVARES DE ALGODOEIRO
POR MEIO DE PROTEINAS E MARCADORES MOLECULARES
AFLP.

1 RESUMO

MANN, Renata Silva. Diversidade genética em cultivares de algodoeiro por
meio de proteinas e marcadores moleculares AFLP. In. . Diversidade
do Complexo Colletotrichum e de cultivares de algodoeiro por meio de
marcadores moleculares. 2002. Cap.3 Tese (Doutorado em Fitotecnia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

A diversidade genética de variedades pode ser avaliada por meio de marcadores
moleculares com caracteristicas de distinguibilidade, estabilidade e
homogeneidade, principalmente quando se visa a indicagdo de novos descritores
para a protegdo e registro de cultivares. Nessa pesquisa os marcadores
bioquimicos de proteinas extraidas pelo calor foram pela primeira vez
empregados, aliando-se o uso de marcadores AFLP. Sementes de onze
variedades de algodoeiro foram multiplicadas na é4rea experimental do
Departamento de Agricultura-UFLA para o cultivo e colheita sob as mesmas
condigbes climéticas, culturais e nutricionais, ¢ as andlises de proteinas
realizadas no Laboratério de Biotecnologia e Anélise de Sementes, e as anélises
de marcadores AFLP na Brigham Young University (USA). Para a anilise de
proteinas foram usadas amostras de 200 sementes (variedades Precoce (Epamig-
5), Delta Opal, Deltapine, IAC-20, IAC-21, IAC-22, ITA-90, ITA-96, Precoce
Alva, Precoce Lica ¢ Redeng¢do (Epamig-4)) que foram moidas, trituradas e
empregadas para a extragdo de proteinas. A eletroforese foi realizada em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 8 % (gel separador) e 6 % (gel concentrador) e os
géis corados com Comassie Blue 0,05% e por prata. Para a anilise de AFLP o
DNA (variedades Precoce (Epamig-5), IAC-22, ITA-90, ITA-96 ¢ Redengdo
(Epamig-4)), foi extraido usando-se Kit DNeasy Qiagen. A pré-amplificagdo
efetuada com primers com bases A e C, e amplificagdo seletiva usando primers
Eco RI e Msel com 3 pares de bases e as corridas realizadas em gel de
poliacrilamida 12,5%. Os géis foram expostos a filmes de raios X e apds 7 dias
revelados. O polimorfismo nos perfis eletroforéticos de proteinas permitiu o
agrupamento das variedades em trés grupos, de acordo com o tamanho, niimero

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Ant6nio Carlos Fraga — UFLA.
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e intensidade das bandas. No célculo das similaridades por meio de marcadores
AFLP empregou-se o programa NTSYS-pc versdo 2.1 e coeficiente Dice, € o
agrupamento obtido pelo método UPGMA. As variedades com maior
similaridade por meio de marcadores de proteinas extraidas pelo calor foram a
Precoce Alva e a Precoce Liga, que sdo materiais semigaméticos. As proteinas
extraidas pelo calor apresentaram-se como marcadores promissores para agrupar
e diferenciar materiais geneticamente préximos. A variedade ITA-90 foi a mais
divergente tanto pelos marcadores AFLP quanto pelas proteinas extraidas pelo
calor. Apesar dos marcadores AFLP terem detectado baixo polimorfismo, eles
permitiram o agrupamento das variedades em fungdo da genealogia.

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Antonio Carlos Fraga — UFLA.
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2 ABSTRACT

MANN, Renata Silva. Cotton genetic diversity by proteins and AFLP
molecular markers. In:___. Diversity of the Colletotrichum complex and
cotton cultivars by molecular markers.2002. Cap.4 Thesis (Doctor degree in
Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

The genetic diversity in varieties can be assessed by molecular markers with
distinguishing stability and homogeneity characteristics, especially when the
indication of new markers is required to protect and register cultivars.
Biochemical markers of heat extracted proteins were used for the first time in
this study to asses genetic diversity, together with AFLP markers , in cotton
plants by AFLP molecular markers and heat-extracted proteins. Seeds of eleven
cotton varieties were multiplied in the experimental area of the Department of
Agriculture at the Federal University of Lavras for cultivation and harvest under
the same physiological and nutritional conditions. The proteins were analyzed in
the Laboratory of Biotechnology and Seed Analysis at the Department of
Agriculture at UFLA, and the AFLP markers were analyzed at Brigham Young
University, USA. For the protein analysis, samples of 200 seeds (Precoce
(Epamig-5), Delta Opal, Deltapine, IAC-20, IAC-21, IAC-22, ITA-90, ITA-96,
Precoce Alva, Precoce Lica and Redengdio) were ground and used for protein
extraction. Electrophoresis was carried out in SDS-PAGE polyacrylamide gel
at 8% (gel separator) and 6% (gel concentrator) and the gels stained with
Comassie Blue 0.05% and silver. For the AFLP analysis the DNA (varieties
Precoce (Epamig-5), IAC-22, ITA-90, ITA-96 and Redengdo (Epamig-4) was
extracted with the Kit Dneasy Qiagen. The pre-amplification was performed by
primers with A and C bases and selective amplification using Eco RI and Msel
primers with three pairs of bases and the runs were made in 12.5%
polyacrylamide gel. The gels were exposed to x ray films and developed after 7
days. The polymorphism in the protein electrophoretic profiles enabled the
varieties to be grouped in three clusters, according to band size, number and
intensity. The NTSYS-pc program version 2.1 and the Dice coefficient were
used to calculate similarities by AFLP markers, and the clustering was obtained
by the UPGMA method. The varieties with greater similarity by markers and
heat extracted proteins were Precoce Alva and Precoce Liga, that are
semigametic materials. The heat extracted proteins showed promise as markers
for clustering and differentiating genetically close materials. The ITA-90 variety

*Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimarfies Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens
— Brigham Young University, Dr. Antonio Carlos Fraga — UFLA.
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was the most divergent for both the markers. The AFLP markers were little
polymorphic, but still permitted the clustering of the varieties by genealogy.

*Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimarfies Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens
— Brigham Young University, Dr. Ant6nio Carlos Fraga — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Em face da Lei de Protegio e Registro de materiais melhorados, cresce a
necessidade de desenvolver e/ou adaptar método para caracterizagdo das
cultivares.

No Brasil, a Lei de protegdo de Cultivares, sancionada em 25 de abril de
1997, abriu uma nova perspectiva e interesse na protegdo e langamento de
materiais genéticos. Para uma cultivar ser registrada e protegida, ela deve
alcancar os critérios de distingo, uniformidade e estabilidade (Bayle, 1983).

Para o registro e protegio dessas cultivares tém sido usado
freqiientemente descritores morfologicos e fisiologicos. No entanto, esses
apresentam limitagdes, ndo s6 por demandarem acompanhamentos durante todo
o ciclo da cultura, mas também por demandarem grandes areas, € em
determinadas situagdes se mostram instaveis para a disting@o, pois baseiam-se no
fenotipo (Brasil, 1997).

Estudos com descritores tém sido realizados na tentativa de se distinguir
gendtipos préximos (Imolesi, 1999; Vieira, 2000; Salgado, 2001). Os
marcadores bioquimicos de proteinas em sementes tém sido usados para a
certificagdo de cultivares (ISTA- International Seed Testing Association, 1996;
AOSA-Association of Official Seed Analysis, 1991). Alguns desses marcadores,
como as hordeinas em cevada, as secalinas em centeio, glutelinas em trigo,
aveninas em aveia, zeinas em milho, lecitinas e vicilinas em Phaseolus,
leguminina em Pisum sativum, glicinina em soja, tém auxiliado pesquisadores na
selecdo assistida por marcadores (Kiegel & Galili, 1995; Vieira, 2000). No
entanto, esses marcadores bioquimicos podem se apresentar pouco informativos,
pelo baixo polimorfismo em materiais com base genética estreita.

Tem sido descrito um grupo de proteinas robustas, hidrofilicas, que sdo

extraidas em condi¢des de altas temperaturas em agua, e que se acumulam nos
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ultimos estadios de desenvolvimento das sementes (Kiegel & Galili, 1994; José,
1999). Pela natureza conservada dessas proteinas percebe-se que as mesmas
podem ser promissoras na identificagdo e certificagdo de cultivares.

Essa categoria de proteinas tem sido citada em sementes de algodoeiro,
como exercendo papel na preservagio de membranas celulares (Baker et al.,
1988; Guimardes, 2000). No entanto, nio existem na literatura informagdes
sobre o polimorfismo destas para fins de caracterizagdo de cultivares.

Marcadores moleculares do tipo DNA s#o ferramentas iteis para auxilio
na caracterizagdo de cultivares. Estudos com marcadores moleculares do tipo
RAPD, Multani & Lyon (1995) caracterizaram cultivares de Gossypium
hirsutum e uma cultivar de G. barbadense sob cultivo na Australia, e esses ainda
permitiram verificar a ocorréncia de 98,9% de similaridade entre cultivares
relacionadas geneticamente.

A anélise de AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados) representa a tecnologia mais recente para a obtengdo de um
grande numero de marcadores moleculares distribuidos em genomas de
procariotos e eucariotos. Essa técnica descrita inicialmente por Zabeau ( 1993),
tem sido utilizada de forma crescente para diversas finalidades. Essa técnica
permite a obtengdo de um grande nimero de locos, o que pode ser 1til na
caraterizagdo de cultivares.

Estudos da diversidade genética, baseados nesses marcadores, tém
ampliado o conhecimento sobre a estrutura genética das cultivares de algodoeiro
(Beltrdo, 1999).

Com a presente pesquisa avaliou-se a diversidade genética de cultivares
de algodoeiro por meio de marcadores bioquimicos de proteinas extraidas pelo

calor e de marcadores moleculares de DNA do tipo AFLP.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Anélise de
Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), Lavras-MG (Brasil) € na Brigham Young University-Utah (USA).

- Anélise de Proteinas

As sementes das variedades utilizadas (tabela 1), foram multiplicadas na
4rea experimental da Universidade Federal de Lavras, em parcelas com érea util
de 10m x 10m, o que permitiu que as mesmas fossem produzidas sob as mesmas
condiges de cultivo, visando a obtengdo de sementes com a mesma qualidade
fisiolégica. A colheita foi realizada manualmente e a secagem efetuada ao sol até

que as mesmas atingissem 13% de teor de 4gua.
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TABELA 1 - Genealogia e principais caracteristicas agronomicas de cultivares
de algodoeiro utilizadas na pesquisa. UFLA, Lavras-MG. 2001.

Cultivar Genealogia Caracteristicas
Precoce (Epamig 5) GH 1175-5, Stoneville Precocidade (rapida frutificagio
213, C-25-1-80
Delta Opal Introdug@o Australiana Resisténcia a viroses
Delta Pine Acala 90 Introdugdo Norte Resisténcia a ramulose
Americana
IAC-20 IAC-17, Tamcot SP-37 Precocidade, produtividade
resisténcia miltipla a doengas «
nematdides e alta percentagen
de fibra
IAC-21 Stoneville 2B, Delfos, Precocidade, produtividade
IAC-12 resisténcia multipla a doengas ¢
nematéides
IAC-22 IAC-20, GH 1197-5 Produtividade e precocidade
CNPA Itamarati 90 Delta Pine AC-90 Produtividade e resisténcia &
, ramulose
CNPA Itamarati 96 DPL, Auburn 56, M. D. Produtividade, resisténcia 3
Beja, Epamig-3 ramulose e viroses
Precoce Liga Semi-gamética Semigamética
Precoce Alva Semi-gamética Semigamética
Redengdo (Epamig 4) Auburn 56, DACRMS3, Produtividade, resisténcia 3
IAC-17 fusariose e alta percentagem de
fibra
Color Selegdo de populagdo Fibras com coloragéio marrom

nativa do Nordeste
Brasileiro

Fonte: Cavalleri e Gridi-Papp (1993).
Adaptado por Napoledo Esberard de Macedo Beltdo (1999), com modificagses.

Para extragéo de proteinas utilizou-se amostra de 200 sementes de cada
variedade (Precoce (Epamig-5), Delta Opal, Delta Pine, IAC-20, IAC-21, IAC-
22, ITA-90, ITA-96, Precoce Alva, Precoce Liga e Redengdo (Epamig-4)), as
quais foram homogeneizadas e trituradas em moinho sob refrigeragio a 4°C
(Moinho Tecnal- TE 631). O p6 obtido dessa trituragdio foi pesado (100 mg) e
acondicionado em tubos de 1,5 mL juntamente com 1mL de tampéo de extragio
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(500mM Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NaCl; 5SmM MgCl,; 1mM PMSF). Essa
mistura foi homogeneizada utilizando-se vortex por aproximadamente 1 minuto,
e posteriormente centrifugada a 16.000 xg por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi incubado em banho-Maria a 85°C por 15 minutos ¢ novamente centrifugado
como citado anteriormente. O sobrenadante foi vertido em microtubos € o
precipitado descartado. Antes da aplicago no gel, as concentragdes de proteina
das amostras foram determinadas, utilizando metodologia proposta por Bradford
(1976), e todas as amostras foram equivalentemente diluidas para uma
concentragio de 4 mg/mL. Retiraram-se aliquotas de 10 ML dos extratos
protéicos correspondentes aos diferentes tratamentos e adicionaram-se 40 puL de
tampdo da amostra (2,5mL de glicerol; 0,46 g de SDS; 20 mg de azul de
bromofenol e completado o volume para 20 mL com tampéo Tris- HCI pH 7,5)
Os tubos foram colocados durante 5 minutos em 4agua em ebuli¢do. Foram
aplicados 70 puL do extrato em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 8% (gel
separador) € 6% (gel concentrador). O sistema tampdo gel/eletrodo usado foi
Tris-glicina + Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) pH 8,9. A corrida eletroforética
foi realizada a 150 Volts e os géis corados com Prata e Comassie Blue a 0,05%
conforme Alfenas et al. (1992), durante 12 horas e descorados em solugéo de
acido acético 10%, etanol 5% e agua 85%. Para a coloragdo com prata o gel foi
colocado em metanol 50% por 5 minutos, em seguida foi lavado por 15 minutos
com agua ultra pura, e colocado em solugdo de Ditiotreitol (33uL de DTT 1M +
250 mL de agua). A seguir foi colocado em solugdo de AgNO; (1, 5 mL de
AgNO 3 20% + 250 mL de agua), por 15 minutos, passado esse periodo, foi
lavado trés vezes em dagua ultrapura e adicionado o reagente para
desenvolvimento da cor por trés vezes (9 g de Na2Co3 + 150 microlitros de
formaldeido + 300 mL de 4gua). E ao final colocado em solugéo de acido citrico
45%.
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Para estimativa dos pesos moleculares, foi aplicada em cada gel uma
aliquota do padrdo de proteinas, Bio-Rad Catalog 161-0344, Control 86787,
contendo miosina-213.000 Daltons (azul), Beta galactosidade-135.000 Daltons
(Magenta), Soro albumina bovina 85.000 Daltons (Verde), anidrase carbénica-
44.100 Daltons (Violeta), inibidor de tripsina de soja-32.400 Daltons (Laranja),
lisozima -18.500 Daltons (vermelho) e aprotinina-8.000 Daltons (azul).

- Anilises de DNA

As extragdes de DNA foram efetuadas empregando-se Kit DNeasy
Qiagen (1999). Foram utilizadas plantulas de algodoeiro, das variedades Precoce
(Epamig-5), IAC-22, ITA-90, ITA-96 e Redengio (Epamig-4), anteriormente
liofilizadas em liofilizador Modelo L4KR Edwards, por 48 horas, sob
temperatura de —40°C, pressdo 10" mbar.

A concentragdo das amostras de DNA foi determinada com o auxilio de
um fluorimetro Hoefer Scientific, modelo TKO 100, no qual foram empregadas
aliquotas de 2 puLL de amostra para cada 2mL de tampao TNE 10X (1,3% Tris-
base; 0,37 % Na, EDTA. 2H,0; 11,68% NaCl- pH 7.4).

As analises de AFLP foram desenvolvidas usando o protocolo descrito
no capitulo 2. A amplificagéo seletiva foi feita com primers Eco RI + 3 pares de
bases e Msel+ 3 pares de base segundo combinagio de primers descritas na

Tabela 2 (Cheung, 2000).
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TABELA 2 - Combinagiio de primers utilizadas na analise de AFLP (Gibco
BRL). UFLA, Lavras-MG, 2001.

Pré Amplificagdo Combinagdo de primers
Eco RI Msel
AC EAAC MCAC
AC EAAC MCAG
AC EAAC MCAT
AC ' EAAC MCTT

Para a analise estatistica, presenca ou auséncia de bandas foram usadas
como dados binarios para construir matrizes que foram transformadas usando o
programa NTSYS-pc versdo 2.1 (Rohlf, 2000) com coeficiente de similaridade
Dice (1945). Um dendrograma foi construido usando método de agrupamento de
médias aritméticas ndo ponderadas (unweighted pair-group method with

arithmetic average-UPGMA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

- Analises de Proteinas

Pelo zimograma (Figura 1) observa-se que as variedades apresentaram
variagBes nos perfis eletroforéticos de proteinas extraidas por calor. Essas
variagdes ocorreram tanto no nimero de bandas quanto na intensidade e/ou

nitidez.
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FIGURA 1 - Gel de proteinas extraidas pelo calor para diferentes cultivares de
algodoeiro, coloragdo com prata. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Dessa forma, observa-se que as variedades de uma maneira geral foram
divididas em trés grandes subgrupos, com pequenas variagdes entre as
variedades de um mesmo subgrupo, sendo essa classificagdo em fungdo da
presenga e auséncia de bandas nos perfis eletroforéticos (Figura 1). No primeiro
grande subgrupo encontram-se as variedades Precoce Alva, Precoce Lica, ITA-
96 e Precoce (Epamig-5) (Tabela 4). Dentro desse subgrupo, as variedades que
apresentaram maior similaridade entre si para essa caracteristica foram a Precoce
Alva e a Precoce Liga. Ambas apresentaram as bandas I, II, III, IV, V, bastante
nitidas, diferindo entre si apenas na intensidade das bandas VI, VII e VIIL Vale
ressaltar que se trata dos dois tinicos materiais semigaméticos, o que coloca esse
marcador como bastante promissor para agrupar e diferenciar materiais
geneticamente proximos. Apesar da alta similaridade entre os dois materiais,
esse tipo de marcador foi eficiente em diferencid-los. Também as cultivares
ITA-96 e Precoce (Epamig-5), que foram agrupadas nesse grande subgrupo
apresentaram-se similares entre si e entre as cultivares acima mencionadas.

Observa-se, no entanto (Tabela 4), que nenhuma delas apresentou-se igual em
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relagio a esse marcador. A principal diferenga da ITA-96 em relagéo as demais
cultivares desse subgrupo é a banda IX presente apenas nessa ltima. A mesma
ainda se diferencia na intensidade das bandas VI, VIII da P. Liga. Desse grupo a
mais divergente foi a cultivar Precoce (Epamig-5) que ndo apresentou em seu
padrdo protéico as bandas VIII e IX. Na intensidade de banda, ela difere da P.
Alva, P. Lica e ITA-96, nas bandas III, IV e V, com essas bandas presentes em
intensidade intermediéria. Dentro desse grupo, € a cultivar que apresenta como
principal caracteristica agrondmica a precocidade, ou seja, rapida frutificagdo.

No segundo subgrupo encontram-se as variedades Delta Opal, IAC-20, IAC-
21, IAC-22 e Redengio, € no terceiro, a Delta Pine e a ITA-90.

Entre as variedades do segundo subgrupo, a Delta Opal ¢ IAC-21 s&o as
mais similares, pois ambas apresentaram as bandas I, IT e IIl. Esse marcador
diferencia as duas variedades em fungfo da intensidade das bandas III, ou seja,
enquanto a IAC-21 apresenta a banda Il com intensidade intermediaria, a Delta
Opal apresenta essa subunidade de intensidade fraca.

J4 a cultivar IAC-20 difere das demais desse subgrupo por apresentar a
banda VII e em fungo da intensidade das demais bandas.

Ja a cultivar IAC-22 difere da IAC-20 por esta iltima apresentar a banda VII
e também em fungio da intensidade das trés bandas, e da IAC-21 pela
intensidade da banda ITI. N#o foi possivel detectar por meio desse marcador
nenhuma diferenga entre as variedades Delta Opal e a IAC-22, e entre as
variedades Redengio e IAC-21, apesar de a Delta Opal ter como principal
caracteristica agronomica a fibra longa e a IAC-22 e 21, a precocidade, e todas
apresentam resisténcia multipla a doengas.

As variedades do terceiro subgrupo, Delta Pine e ITA-90, ambas resistentes
a ramulose, se apresentaram completamente diferentes das demais em relagédo ao
caréter proteinas resistentes ao calor, apresentando as bandas I e II muito fracas,

néo diferiram entre si para esse carater. E importante ressaltar que a ITA-90 foi
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originéria de sele¢do direta da Deltapine (Beltrdo, 1999), e ndo tem ancestrais
em comum com as demais. Também por meio do marcador molecular AFLP
essa cultivar (ITA-90) apresentou-se como a mais divergente (49% de

similaridade) em rela¢do as demais.

TABELA 4 - Subunidades protéicas detectadas por eletroforese de proteinas
extraidas pelo calor de algumas variedades de algedoeiro. UFLA,

Lavras-MG. 2001.
Variedades Bandas Intensidade das bandas Sub
(presenga) ___grupo
Intensa Intermedidria Fraca Muito Fraca
Precoce- LILILIV,V, LI, VIO ILIV,V 1
Epamig-5 vil
Delta Opal LI, I LI 11 2
Delta Pine LI LI 3
IAC-20 L IO, III, VII Lo m vl 2
IAC-21 LI IO LI I 2
IAC-22 LI, I LI I 2
ITA-90 LI LII 3
ITA-9¢ LOIOLIV,V, I I,II, V1, VIII, 1
VL VI, VI, IV,V, IX
IX vl
Precoce LILIOLIV,V, LII,1II, viI VI, VIII 1
Alva V1, VII, VIII v,V
Precoce LILOLIV,V, III1I, 1
Lica VLVILVII IV,V,
VI, VII,
vl
Redencio LI I LI, I 2

Esse marcador apresenta-se polimérfico para essas variedades. No
entanto, para que esse marcador seja sugerido como um descritor, investigagdes
devem ser feitas para uma diversidade maior de genétipos, os quais devem ser
condigdes, para que avalie atributos de

produzidos sob diferentes

homogeneidade, distinguibilidade e estabilidade.
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Andlises de DNA

As analises de AFLP nas diferentes combinagdes de primers geraram um
total de 400 bandas, das quais apenas 19 eram polimérficas. Isso provavelmente
se deveu ao fato de esses gendtipos apresentarem base genética estreita e por
AFLP amplificarem regides do genoma de forma aleatéria, provavelmente

regides que foram amostradas de DNA seja mais conservado.

COLOR

IAC-22

PRECOCE

J ITA-96

I REDENGAO

ITA-90

f T T T T T T Lu— T T T T T T T T T T T ]

0.49 0.58 0.68 0.77 0.87

FIGURA 2 - Dendrograma de similaridades entre cultivares de algodoeiro,
baseado em marcadores AFLP. UFLA, Lavras-MG, 2001.

A falta de diversidade caracteriza-se pelo uso continuo nos cruzamentos
de materiais descendentes de Auburn 56 e da Tamcot SP 37, ambos originérios
dos Estados Unidos (Beltrdo, 1999). Esse fato deve ter contribuido para os
marcadores moleculares de DNA do tipo AFLP, nesta pesquisa, terem se

apresentado pouco informativos do ponto de vista de polimorfismo. Esses
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marcadores de AFLP também podem ter amostrado somente regides de DNA
altamente repetitivo, justificando tdo baixo polimorfismo. Autores como
Meredith Junior (1994), enfatizam que um dos fatores limitantes no uso de
marcadores moleculares em algodoeiro tem sido o custo € o baixo polimorfismo.
Pelos resultados desta pesquisa concorda-se em parte com esse autor, uma vez
que se encontrou pouco polimorfismo para os gen6tipos em questio. No entanto,
cabe comentar, que esse marcador, apesar do pouco polimorfismo, foi eficiente
em agrupar as duas cultivares JAC-22 e Precoce (Epamig 5), com uma
similaridade de 75%. Essas cultivares apresentam a caracteristica precocidade.
As duas tém um dos ancestrais em comum: a cultivar [AC-22 & originada do
cruzamento das linhagens IAC 20 X GH 1197-5, e a cultivar Precoce (Epamig 5)
originou-se da linhagem americana C-25-1-80 por meio de seleges individuais
de plantas em campos da referida linhagem (Falieri, J. comunicagdo pessoal),
Que por sua vez originou do cruzamento entre as linhagens GH 1197-5 X
Stoneville 213 (Tabela 1).

A cultivar Color, pelgs resultados gerados por AFLP, apresentou uma
similaridade média com as demais de 59% (Figura 2). Trata-se de uma cultivar
selecionada de uma populagdo nativa do Nordeste Brasileiro (comunicagio
pessoal Fraga, A. C.), e apresenta como caracteristica a alta desuniformidade no
campo, em relag@o ao porte e a cor da fibra (tons variando de creme a marrom).

A cultivar ITA-90 foi a que apresentou um menor percentual de
similaridade em relagdo as demais (49%). Esse resultado procede, uma vez que
essa cultivar originou-se de selegdo da Deltapine Acala-90 e nio apresenta
progenitores comuns com as demais cultivares (Tabela 1). A cultivar Deltapine
Acala-90, ¢ um material Norte Americano, e foi introduzido para a busca de
diversidade, principalmente visando a introduzir aos materiais cultivados, alelos

de resisténcia as principais doengas (Beltrdo, 1999). Também por meio dos
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perfis eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor (Figura 1), foi possivel
separar essa cultivar.

As cultivares IAC-22, Precoce (Epamig-5), Redengdo (Epamig-4) e
ITA-96, apresentaram similaridades superiores a 70%. Essa alta similaridade é
devida aos parentais que as mesmas tém em comum. Todas tém caracteristica de
rapida frutificagéio e foram obtidas de selegdes envolvendo a cultivar Tamcot
SP-37, que por sua vez deu origem a cultivar GH-11-9-75 (Beltrdo, 1999),
material esse, genitor da maioria delas. Essas cultivares apresentaram perfis
eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor bastante similares.

Pode-se observar pelos resultados obtidos, que para as cultivares que
apresentam ancestrais e algumas caracteristicas em comum, foi possivel detectar
pelo marcador AFLP maior porcentagem de similaridade entre elas. A exemplo
podem-se citar as cultivares ITA-96 e Redengdo com grau de similaridade de
87% (Figura 2). Essas cultivares apresentam em comum a resisténcia a viroses

(doenga azul e vermelhdo).
6 CONCLUSOES

As variedades que apresentam maior similaridade por meio de marcadores
de proteinas extraidas pelo calor sio a Precoce Alva e a Precoce Liga, que sdo
materiais semigaméticos.

As proteinas extraidas pelo calor apresentaram-se como marcadores
promissores para agrupar e diferenciar materiais geneticamente préximos, como
os empregados nesta pesquisa.

A cultivar ITA-90 é a mais divergente (49% de similaridade) detectada tanto
por marcadores bioquimicos de proteinas extraidas pelo calor, como moleculares
do tipo AFLP.
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Os marcadores moleculares de DNA do tipo AFLP se mostram pouco
polimérficos para genétipos de algodoeiro, mas ainda permitem o agrupamento

dos mesmos em fung&o da genealogia.
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CAPITULO 5

ESTABILIDADE DO DESCRITOR REACAO A RAMULOSE NA
PROTECAO E REGISTRO DE CULTIVARES DE ALGODOEIRO.

1 RESUMO

MANN, Renata Silva. Estabilidade do descritor rea¢io a ramulose na
proteciio e registro de cultivares de algodoeiro. In: . Diversidade do
Complexo Colletotrichum e de cultivares de algodoeiro por meio de
marcadores moleculares. 2002. Cap.5 Tese (Doutorado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

A reagdo 4 ramulose tem sido empregada como um descritor para a prote¢do €
registro de cultivares de algodoeiro. Nesse sentido objetivou-se com este
trabalho estimar a Capacidade Especifica de Interagdo (CEI) e a capacidade
Geral de Reagdo (CGR), a Capacidade Geral de Agressividade (CGA) por meio
de testes de patogenicidade de plantas inoculadas com Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides, visando a detectar o tipo de resisténcia que envolve essa
relagdo, com vistas a avaliar a estabilidade da varidvel reagdo a ramulose em
algodoeiro. A presente pesquisa foi realizada em casa de vegetagdo no
Departamento de Agricultura da UFLA. Em um primeiro experimento
empregaram-se 5 cultivares (Precoce-Epamig-5), IAC-22, Redengdo-Epamig-4,
ITA-96 e ITA-90) e quatro isolados (CA-12, CA-1, Cgcl, CgcS). No segundo
experimento empregaram-se as mesmas cultivares e oito isolados (10166,
11327, 11086, 11326, CR5, 6236, 6727, 3564). As sementes das cultivares
foram semeadas em vaso, e aos 30 dias ap6s a emergéncia foram inoculadas com
suspensdes de conidios (10° conidios/mL), e deixadas em cdmara timida por 72
horas. As avaliagBes dos sintomas foram realizadas aos 10 e 40 dias apés a
inoculagdo. Para estimativa da resisténcia empregou-se metodologia sugerida
por Melo & Santos (1999), modelo de Griffing com esquema de dialelo parcial.
No primeiro experimento a CGR, CGA e CEI apresentaram significancia ao
nivel de 1% de probabilidade, evidenciando a existéncia de variabilidade entre o
nivel de resisténcia horizontal e a agressividade dos isolados. No segundo
experimento a CEI apresentou significincia ao nivel de 1% de probabilidade,

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Antonio Carlos Fraga — UFLA.
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evidenciando comportamentos especificos das cultivares quando em associagdo
com diferentes isolados. A cultivar Precoce, apresentou-se como a de maior
resisténcia horizontal, seguida pelas IAC-22 e ITA-90. As cultivares Redenggo e
ITA-96 apresentaram menor resisténcia horizontal i ramulose. A cultivar
Redengao apresentou resisténcia vertical para o isolado CA-1, a cultivar Precoce
para o isolado 6727, e a cultivar IAC-22 para o isolado 11086 ¢ CA-12. Houve
diferenca na agressividade entre os isolados, sendo os isolados Cgcl, Cgcs,
CRS5, 3564, 10166 e 11326 os que se apresentaram mais agressivos. Pelos
resultados, constatou-se que a reagdo A ramulose varia em fungdo do isolado e da
cultivar. Portanto, a forma como o descritor reagio a ramulose vem sendo
empregado deve ser avaliada, principalmente quando se visa a protegdo e

registro de cultivares.

*Comité Orientador: Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Orientadora), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens —
Brigham Young University, Dr. Anténio Carlos Fraga — UFLA.
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2 ABSTRACT

MANN, Renata Silva. Assessment of describer stability reaction to ramulose
in cotton. In:__. Diversity of the Colletotrichum complex and cotton
cultivars by molecular markers.2002. Cap.5 Thesis (Doctor degree in Crop
Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

Reaction to ramulose has been used as a describer for cotton cultivar protection
and registration. The objective of this study was to estimate the Specific
Interaction Ability (SIA) and the General Reaction Ability (GRA) the General
Aggressivity Ability (GAA) by the pathogenicity of plants inoculated with
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, to detect the type of resistance
that involves this relationship to assess the stability of the variable reaction to
ramulose in cotton. The present research was carried out in a greenhouse at the
UFLA Department of Agriculture. Five cultivars were used in the first
experiment (Precoce-Epamig-5, IAC-22, Redengdo-Epamig-4, ITA-96 and ITA-
90) and four isolates (CA-12, CA-1, 10166, Cgc5). In the second experiment the
same cultivars and eight isolates (10166, 11327, 11086, 11326, CR5, 6239,
6727, 3564) were used. The seeds of the cultivars were sown in pots and
inoculated 30 days after emergence with conidial suspensions ( 10° conidia/mL)
and left in a damp chamber for 72 hours. The symptoms were assessed 10 and
40 days after inoculation. Resistance was estimated by methodology suggested
by Melo & Santos (1999), the Griffing model with partial diallel scheme. In the
first experiment GRA, GAA and SIA presented significance at 1% probability
showing variability among the horizontal resistance level and the aggressiveness
of the isolates. In the second experiment the SIA presented significance at 1%
level of probability, showing specific behavior of the cultivars when in
association with different isolates. The Precoce cultivar was the most
horizontally resistant, followed by IAC-22 and ITA-90. The Redengdo and ITA-
96 cultivars presented least horizontal resistance to ramulose. The Redengédo
cultivar presented vertical resistance to the CA-1 isolate, the Precoce cultivar to
the 6727 isolate and the IAC-22 cultivar to the 11086 and CA-12 isolate. The
aggressiveness was different among the isolates and the Cgcl, CgcS5, CRS, 3564
10266 and 11326 isolates were the most aggressive. The reaction to ramulose
varied depending on the isolate and the cultivar. Thus the way the ramulose

*Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens
— Brigham Young University, Dr. Antonio Carlos Fraga — UFLA.
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reaction describer is employed should be assessed, especially for cultivar
protection and registration.

*Guidance Committee: Dr. Maria das Gragas Guimarfies Carvalho Vieira
(Major Professor), Dr. José da Cruz Machado — UFLA, Dr. Mikel Ross Stevens
— Brigham Young University, Dr. Antdnio Carlos Fraga — UFLA.
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3 INTRODUGAO

A cultura do algodoeiro (Gossypium hiirsutum L.) representa para o
Brasil uma das mais importantes op¢des no 4mbito da Agricultura, ndo somente
por produzir matéria prima natural para a industria téxtil, como também pela
utilizagdo dos seus subprodutos para outras finalidades, como na alimentag@o
animal e na obtengdio de 6leo de carogo de algoddo. Ressalta-se também a
grande importancia dessa cultura do ponto de vista social.

Uma das principais doengas fiingicas associada a cultura do algodoeiro €
a ramulose, causada por Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides A. S.
Costa, que foi detectada pela primeira vez no Brasil, em 1936, no Estado de S&o
Paulo (Costa, 1941).

Um aspecto de grande importéncia dessa doenga é a possibilidade de
transmissdo de seu agente etiologico via semente, apresentando o risco de
introduzir o patégeno em dreas n3o contaminadas (Lima et al., 1985).

A reagio 4 ramulose tem sido empregada como um descritor para a
protegdo e registro de cultivares de algodoeiro (BRASIL, 1997). A grande
variagdo encontrada nos descritores sugeridos despertam questionamentos para a
estabilidade desses, pois para serem empregados com sucesso devem atender aos
requisitos de homogeneidade, estabilidade e distinguibilidade.

Para o descritor reagdo a ramulose, tém sido encontradas variagdes que
algumas vezes sdo sugeridas ocorrer em face das condigdes de cultivo, como por
exemplo a fertilidade do solo e as condigdes climaticas. No entanto, parece ser
importante o fator ligado a resisténcia das variedades cultivadas, e ao controle
genético envolvido nessa resisténcia. Cia e colaboradores (1999) mencionaram a
instabilidade da maioria dos genétipos de algodoeiro, diante das diversas
doengas indicando a necessidade de melhoramento genético para resisténcia

multipla a doengas. Essa informagido pode ser acessada pelas avaliagdes das
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diferentes cultivares quando inoculadas com diferentes isolados. Informagdes
que reflitam o comportamento distinto das variedades e o grau de agressividade
do agente causal ou grau de favorecimento das condigdes do ambiente seriam
fatores importantes, os quais permitiriam a avaliagdo da resisténcia horizontal e
vertical para esse descritor.

Segundo Freire et al (1997) as cultivares de algodoeiro Deltapine Acala-
90, CNPA ITA-90 e CNPA ITA-96, sio reagdo a ramulose, ¢ Carvalho et al.
(1988) apontam para a reagdo 4 ramulose como sendo controlada por um par de
genes, sendo a susceptibilidade parcialmente dominante. Pesquisas avaliando a
estabilidade da produgdo de genétipos de algodoeiro diante da ocorréncia de
doengas demonstraram que o melhor desempenho foi observado para a cultivar
IAC 20, e que a cultivar Deltapine Acala-90 mostrou-se a menos estivel
(Fuzatto et al., 1994).

No entanto, poucos tém sido os trabalhos sobre o controle genético da
reagdo a ramulose (Carvalho et al, 1994), e sobre a estabilidade desta
caracteristica quando avaliada perante a diversidade de genétipos filngicos que
ocorrem na natureza.

Dessa forma objetivou-se com este trabalho estimar a capacidade
especifica de interago e a capacidade geral de reagdo, bem como a capacidade
geral de agressividade por meio de testes de patogenicidade de plantas
inoculadas com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, visando a
detectar o tipo de resisténcia que envolve essa relagdo, com vistas a avaliar a
estabilidade da varidvel reagdo a ramulose como descritor fisiolégico para

prote¢do e registro de cultivares de algodoeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada no Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, onde foram conduzidos experimentos em casa
de vegetagdo. No primeiro experimento foram empregadas 5 cultivares
(Precoce-Epamig-5, IAC-22, Redengdo-Epamig-4, ITA-96, ITA-90) (Tabela 1),
e quatro diferentes isolados (CA-12, CA-1, Cgcl, Cgc 5) (Tabela 2). No
segundo experimento foram empregadas as mesmas cultivares, € 8 isolados
(10166, 11327, 11086, 11326, CRS, 6239, 6727, 3564) (Tabela 2).

As sementes relativas a cada cultivar foram semeadas em vaso (2
plantas/vaso). Cada vaso continha aproximadamente 3 kg de solo. Foi efetuada
uma adubagio corretiva, de macro (P, K, N, Mg) e micronutrientes (Cu, B, Mo,
Zn). A adubagdo foi feita antes da semeadura, quando foram colocados 20 mL
da solugio de micronutrientes juntamente com 6 g de super simples em cada
vaso. Ap6s 30 dias foi realizada a adubagio de cobertura com 20 mL de solugdo
por vaso, contendo 35 g de nitrato de potdssio em 200 mL de 4gua.
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TABELA 1 - Procedéncia dos isolados de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, utilizados nos ensaios com Gossypium
hirsutum. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Isolado Procedéncia Hospedeiro
10166 Piracicaba-SP G. hirsutum — haste
11327 Piracicaba-SP G. hirsutum — haste
11086 Piracicaba-SP Euphorbia heterofilla L.-ponteiro
11326 Piracicaba-SP G. hirsutum-hastes
CR5 Ituverava-SP G. hirsutum-hastes
6239 Piracicaba-SP G. hirsutum-hastes
6727 Piracicaba-SP Bidens pilosa-hastes
3564 Piracicaba-SP G. hirsutum-hastes
CAl12 Piracicaba-SP G. hirsutum-IAC 21
CAl Piracicaba-SP G. hirsutum
Cgc 5 Andira-PR G. hirsutum-sementes-IAPAR 71-PR3
Cgcl Piracicaba-SP G. hirsutum-hastes

O cultivo dos isolados foi realizado em meio BDA (extrato de 250 g de
batata-ZO g de dextrose-20 g de 4gar). Foram preparadas suspensdes de conidios
com 4gua esterilizada, as quais tiveram suas concentragdes ajustadas para 10°
conidios/mL, usando cimara de Neubauer. As suspensdes de in6culo foram
aplicadas em plantas, 30 dias apés a germinagdo, e deixadas em cdmara imida
por 72 horas. Os vasos contendo cada tratamento foram isolados por uma
cobertura pléstica, para evitar contato entre plantas inoculadas com diferentes

isolados.

TABELA 2 - Cultivares de algodoeiro utilizadas nos ensaios, e sua resisténcia a
ramulose. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Cultivares Resisténcia a ramulose*
Precoce (Epamig5) Moderada resisténcia a ramulose
IAC-22 Moderada resisténcia a ramulose
Redengio (Epamig-4) Moderada resisténcia a ramulose
ITA-96 Resistente a ramulose

ITA-90 Resistente a ramulose

*Fonte: Beltrdo (1999)
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As avaliagdes dos sintomas foram realizadas aos 10 e 40 dias ap6s a
inoculagdo, segundo a Tabela de severidade sugerida por Cia (1977), com
adaptagdes (Tabela 3).

Para estimativa da resisténcia foi empregada metodologia sugerida por
Melo e Santos (1999), empregando o modelo de Griffing (1954), com esquema
de dialelo parcial por Geraldi & Miranda Filho (1988). Conforme simulagéo
realizada pelos autores, o dialelo parcial foi empregado fazendo uma adaptagdo
na metodologia, em que um grupo ¢ formado por hospedeiros € o outro, por

patégenos.

TABELA 3 - Critérios utilizados para avaliagio dos sintomas da ramulose em
plantas de algodoeiro, inoculadas com isolados de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. UFLA, Lavras-

MG, 2001.
SINTOMAS NOTA
Planta sem sintoma (auséncia de 1€SGes).......cccecerreerrerrercreenreessrensnnenes 1
Plantas com manchas estreladas nas folhas do ponteiro..............c..... 2

Planta com redugdo dos internédios inferior a 40%, quando
comparada com a testemunha e com manchas foliares circulares e

ESTElAAAS. ... ettt ettt sa s s b sbe s e seeebananes 3
Planta com superbrotamento e redugdo no porte em 40 a 60%,
quando comparada com a testemunha............ccoveecereeererercererneraeencecnes 4
Planta com superbrotamento e com desenvolvimento
comprometido; redugdo do porte superior ou igual a 60%................. S

A capacidade geral de reagdo do hospedeiro (CGR), que representa a
resisténcia horizontal (RH), depende da performance média do hospedeiro nas
inoculagées com diferentes isolados do patégeno. Da mesma forma a capacidade
geral de agressividade do patégeno (CGA), representada pela média da
patogenicidade de cada isolado quando inoculado com todos os gendtipos de
hospedeiros. A interagdo entre os isolados do patdégeno e os genétipos do

hospedeiro corresponde a Capacidade Especifica de Interagdo (CEI) entre os
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componentes dos dois grupos, que representa a Resisténcia Vertical (RV). Dessa
forma, essas estimativas poderdo representar a agressividade do patogeno, e
também a resisténcia vertical dos genétipos dos hospedeiros (Melo & Santos,
1999) (Tabela 4).

TABELA 4 - Modelo da anlise de variancia para o dialelo parcial, envolvendo
as combinagdes de isolados versus hospedeiros. UFLA, Lavras-

MG, 2001.
F.V. G.L. Q.M. F
Cultivares (RH) C-1 Q1 Q1/Q4
Isolados (AH) R-1 Q2 Q2/Q4
Cult.X Isolados (C-D®R-1) Q3 Q3/Q4
Erro Q4
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados da anélise dialélica (Tabela 5), do primeiro experimento
(Ano 1999), em que foram envolvidas 5 variedades de algodoeiro e 4 isolados
do Complexo Colletotrichum observou-se que a Capacidade Geral de
Resisténcia, Capacidade Geral de Agressividade e Capacidade Especifica de
Interagdo apresentaram significincia ao nivel de 1% de probabilidade. Isso
evidencia a existéncia de variabilidade entre o nivel de resisténcia horizontal e a
viruléncia dos isolados, bem como a existéncia de Resisténcia Vertical. Segundo
Van der Plank (1963), quando a interagio entre os isolados do patégeno e
cultivares dos hospedeiros ¢é significativa (Tabela 5), trata-se de Resisténcia
Vertical.

No entanto, para o segundo experimento (Ano 2000) em que foram
envolvidas 5 variedades de algodoeiro e 8 isolados do Complexo
Colletotrichum, somente a capacidade especifica de interagdo apresentou

significincia ao nivel de 1% probabilidade (Tabela 5).
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Isso evidencia a existéncia de variabilidade de Resisténcia Vertical, ou
seja, comportamentos especificos das cultivares quando em associagdo com
diferentes isolados. Empregando-se testes de patogenicidade nem sempre se
consegue discernir com clareza, quais sio os patbgenos envolvidos na
sintomatologia e ramulose (Chitarra, 1996), por causa de variagdes na
agressividade dos isolados (Dudienas 1990; Tanaka, 1990 e Tanaka & Menten,
1991).

TABELA 5 - Resumo da anilise de varidncia do esquema dialélico para
severidade aos 40 dias de inoculagdo, das cultivares de
algodoeiro, inoculadas com diferentes isolados do complexo
Colletotrichum. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Ano 1999

Fonte de Variagéio GL Quadrado Médio
CGR (Resisténcia Horizontal) 4 4,106*
CGA (Agressividade) 3 20,466*
CEI (Resisténcia Vertical) 12 3,039*
Erro 60 0,025
Ano 2000

CGR (Resisténcia Horizontal) 4 1,020 n.s.
CGA (Agressividade) 7 2,571*
CEI (Resisténcia Vertical) 28 2,111%*
Erro 40 0,8999

Esta variabilidade de comportamento dentro de uma cultivar, quando em
associagdo com diferentes isolados fiingicos tem sido descrita por Burkle et al.
(1999), os quais observaram reagdo variavel de um isolado agressivo para 31
diferentes cultivares de algodoeiro, 0 que caracterizou a ocorréncia de desvio
padréo alto nas analises estatisticas.

Observa-se pelos resultados (Tabelas 6 e 7) que as cultivares diferiram
entre si quanto a resisténcia horizontal. As cultivares Redengdo e ITA-96
apresentaram-se como as mais susceptiveis ao Colletotrichum, ou seja como as

de menor Resisténcia Horizontal (Tabelas 6 e 7). Aos 10 dias de avaliagdo as 2
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cultivares ndo diferiram entre si em relagio a sintomatologia (Tabela 6). No
entanto, por ocasido da avaliag@o aos 40 dias apés a inoculagfo a cultivar ITA-
96, apresentou-se como a de menor resisténcia horizontal (Tabela 7).
Independente da época de avaliagdo, a cultivar que apresentou maior grau de
resisténcia horizontal para Colletotrichum foi a Precoce (Epamig-5) (Tabelas 6 e
7), seguida da IAC-22 e ITA-90, sendo que as duas dltimas foram

estatisticamente iguais entre si.

TABELA 6 - Estimativa da Capacidade de resisténcia (resisténcia horizontal)
para a severidade da ramulose aos 10 dias da inoculagdo, das
cultivares de algodoeiro inoculadas com diferentes isolados do
Complexo Colletotrichum. (Ano 1999). UFLA, Lavras-MG,

2001.
Cultivares de algodoeiro CGR (severidade)
Precoce -0,587
IAC-22 -0,150
Redengido 0,474
ITA-96 0,412
ITA-90 -0,150
DMS (G) 0,050
DMS (G;-G)) 0,079

Em relagdo a Capacidade Geral de Agressividade observa-se pelas
Tabelas 8 e 9, que o isolado Cgcl, descrito como Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, foi o mais agressivo pela sintomatologia em plantas de
algodoeiro, tanto aos 10 como aos 40 dias de avaliagio. Esse isolado apresentou
sintomas bastante caracteristicos nas folhas, encurtamento dos internddios e

redugdo do porte entre 40 a 60%.
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TABELA 7- Estimativa da Capacidade de Resisténcia (Resisténcia Horizontal)
para severidade da ramulose s cultivares de algodoeiro
inoculadas com diferentes isolados do complexo Colletotrichum,
avaliadas aos 40 dias de inoculagio (Ano 1999). UFLA, Lavras-

MG, 2001.
Cultivares de algodoeiro CGR
Precoce -0,637
IAC-22 -0,200
Redengdo 0,487
ITA-96 0,549
ITA-90 -0,200
DMS (G) 0,035
DMS (Gi- G) 0,055

O segundo mais agressivo foi Cgc5, que tanto aos 10 quanto aos 40 dias
de avaliagdo apresentou sintomas tipicos para ramulose (Tabelas 8 ¢ 9).

Apesar de esses isolados apresentarem-se heterogéneos entre si em
relagdo a agressividade, pelos dados gerados pela analise de AFLP (Capitulo 2 e
3) eles apresentaram uma proximidade de 69, 47%.

Em relagdo aos dois isolados que apresentaram-se menos agressivos, ou
seja apresentaram sintomas mais caracteristicos de antracnose tanto pelas
avaliagdes aos 10 quanto aos 40 dias, apesar de diferirem estatisticamente dos
demais, foram iguais entre si, quanto a agressividade.

Para o segundo experimento (Ano 2000), os isolados que se mostraram
mais agressivos, aos 10 dias da inoculagdo, foram CRS, 3564, 10166 1 11326
(Tabela 8). Esses isolados apresentaram 97,21% de similaridade, pelo estudo de
marcadores AFLP (Capitulo 3). Pelos dados de sintomatologia aos 40 dias, os
isolados mais agressivos foram CRS, 3564, 10166, 11326 (Tabela 9).
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TABELA 8 - Estimativas da Capacidade Geral de Agressividade para
severidade da ramulose, aos 10 dias de inoculagdo para
cultivares de algodoeiro inoculadas com diferentes isolados do
complexo Colletotrichum. UFLA, Lavras-MG. 2001.

Ano 1999
Isolados CGA (severidade)
CA-12 -0,850
CA-1 -0,950
Cgcl 1,199
Cgcs 0,599
DMS (Gj) 0,043
DMS (G;-G)) 0,070
Ano 2000
Isolados CGA (severidade)
10166 0,337
11327 -0,462
11086 -0,962
11326 0,237
CRS 0,737
6239 0,137
6727 -0,562
3564 0,537
DMS (Gy) 0,270
DMS (G;-G)) 0,409

Esses isolados, pela andlise de similaridade obtida pelos dados de AFLP,
mostraram-se estreitamente relacionados (similaridade em média superior a
95%). Assim, mesmo mostrando um estreito relacionamento pela avaliagio por
meio de marcadores moleculares do tipo AFLP, esses microrganismos quando
em associagio com diferentes cultivares de algodoeiro, apresentaram
comportamento distinto. Esse fato permite inferir sobre a diferenca de
comportamento das cultivares para os diferentes isolados, que deve ser levada
em consideragio quando se avalia resisténcia, e que nesta pesquisa foi

constatada pela estimativa da Capacidade Especifica de Interagdo (CEI).
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Outro aspecto a ser mencionado é que quando se trata de isolados
causadores de antracnose eles sio mais homogéneos entre si para agressividade
do que os causadores da ramulose, quando se avalia a sintomatologia (Tabela 9).
No entanto, quando se empregam marcadores AFLP, os causadores da
antracnose s3o mais divergentes entre si do que os da antracnose (Capitulo 2 e

3).

TABELA 9 - Estimativas da Capacidade Geral de Agressividade, para
severidade da ramulose, aos 40 dias da inoculagdo, das
cultivares de algodoeiro inoculadas com diferentes isolados do
complexo Colletotrichum. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Ano 1999
Isolados CGA
CA-12 -0,850
CA-1 -0,850
10166 1,149
Cgcs 0,549
DMS (G) 0,030
DMS (G;- G;) 0,050
Ano 2000
Isolados CGA
10166 0,400
11327 -0,600
11086 -0,200
11326 0,300
CR5 0,700
6239 -0,500
6727 -0,500
3564 0,400
DMS (G) 0,280
DMS (G- G) 0,424

Estimativas da Capacidade Especifica de Intera¢fio indicam o nivel de
resisténcia Vertical das cultivares em relagdo 4 viruléncia dos isolados (Tabelas

10 e 11), verifica-se que as cultivares Precoce e IAC-22, descritas na literatura,
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PAl

como cultivares de resisténcia intermediaria 4 ramulose (Tabela 2) apresentaram
Resisténcia Vertical apenas ao isolado Cgc5 enquanto a cultivar IT. A-90, descrita
como resistente a ramulose (Tabela 2), apresentou Resisténcia Vertical apenas
para o isolados CA-12 e 10166, ambos causadores de ramulose. Observa-se na
avaliagio efetuada aos 10 dias (Tabela 8), ja foi possivel detectar esse tipo de
resisténcia. Por outro lado, apesar de as cultivares IAC-22 ¢ Redengio, descritas
como apresentando Resisténcia Intermedidria a ramulose (Tabela 2),
apresentaram Resisténcia Vertical aos isolados CA-12, quando da avaliagio aos
10 dias (Tabela 8). As cultivares IAC-22, ITA-96 e Redengiio apresentaram esse
tipo de resisténcia para esse isolado quando da avaliagio dos sintomas aos 40

dias de inoculagéo (Tabela 11).

TABELA 10- Estimativas da Capacidade Especifica de Combinagio (CEI)
resultantes da interagdo entre as cultivares de algodoeiro e os
isolados do complexo Colletotrichum, com relagio a severidade
da doenga, avaliada aos 10 dias apds a inoculagio (Ano 1999).

UFLA, Lavras-MG, 2001.

Variedades Isolados
CA-12 CA-1 Cegcl _Cgcs
Precoce 0,037 0,387 0,987 -1,412
IAC-22 -0,399 0,700 0,550 -0,849
Redengio -0,274 -0,174 -0,074 0,525
ITA-96 0,037 -0,612 -0,012 0,587
ITA-90 0,600 -0,299 -1,449 1,150

DMS (S; 0,086

DMS (S;-Si) 0,141
DMS (Sjm-S,) 0,136
DMS (S;-Sg) 0,117

Para o segundo experimento, a cultivar Precoce (Epamig-5) apresentou
Resisténcia Vertical para o isolado 6727, que foi obtido de plantas de Bidens
pilosa, e a cultivar IAC-22 para o isolado 11086 (Tabela 11). Esses isolados pela
andlise de AFLP mostram similaridade de 97,50%. Apesar dessa proximidade,
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0s mesmos mostraram comportamentos diferenciados para patogenicidade em

plantas de algodoeiro.

TABELA 11 -Estimativas da Capacidade Especifica de Combinagdo (CEI)
resultantes da interagdo entre as cultivares de algodoeiro e os
isolados do complexo Colletotrichum, com relagédo a severidade
da doenga, avaliada aos 40 dias apés a inoculagdo. UFLA,

Lavras-MG, 2001.

Ano 1999
Cultivares CAl2 CAl 10166 Cgcs
Precoce 0,037 0,287 1,037 -1,362
IAC-22 -0,399 0,600 0,600 -0,799
Redengdio -0,087 -0,337 -0,087 0,512
ITA-96 -0,149 -0,149 -0,149 0,450
ITA-90 0,600 -0,399 -1,399 1,200
DMS (Sp) 0,061
DMS (Sy- Su) 0,100
DMS (S¢S i) 0,096
DMS (S;- Sw) 0,082
Ano 2000

10166 11327 11086 11326  CRS 6239 6727 3564
Precoce  -0,212 1,287 -0,112 1,387  -0,013 0,688  -1,812* -1,212
IAC-22 0,288  -1,212 0,888  -2,112* 0487 -0,312  -0,688 1,288
Redencio -0,275  -0,275 -1,175  -0,675 0,075 1,125 1,125 0,225
ITA-96  -0,275 0,725  -0,175 1,325 0,425 -0,875 -0,875  -0,275
ITA-90 0475  -0,525 0,575 0,075  -0,825  -0,625 0,875 -0,025
DMS (Sij) 0,561

DMS (Sij-Sik) 0,848
DMS (Sij- SkI) 0,779
DMS (Sij-Skl) 0,744

2

O carater resisténcia 3 ramulose tem sido utilizado como marcador
fisiol6gico no processo de protegéio e certificagio de cultivares de algodoeiro.
No entanto, pelos resultados encontrados na presente pesquisa, a forma como ele
tem sido utilizado pode levar a erros na caracterizagdo de uma determinada
cultivar. Pois, apenas encontram-se na literatura classificagdes para a resisténcia
a ramulose: altamente resistente, moderamente resistente, moderadamente
susceptivel, susceptivel e altamente susceptivel. Entretanto, como pode-se ver

pelos resultados, as cultivares Precoce (Epamig-5) e ITA-90, descritas na
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literatura, como apresentando resisténcia intermedi4ria e tolerante, apresentaram
comportamento variado em fungdo do isolado, € que a cultivar IAC-22,
apresentou resisténcia vertical ao isolado Cgc 5, mas ndo ao isolado 10166.
Dessa forma em um campo, onde prevalece o isolado Cgc 5, ela se apresentara
resistente & ramulose. Por outro lado, num campo onde prevalece o isolado
10166 ela sera susceptivel a ramulose, no entanto, trata-se da mesma cultivar.
Isso também aconteceu para a cultivar IAC-22 que ¢é considerada
moderadamente resistente & ramulose. Dessa forma, nesta pesquisa, apesar de ter
sido efetuada com poucos isolados, demonstrou-se a necessidade de avaliagdes
mais profundas e precisas sobre a resisténcia 4 ramulose das cultivares
recomendadas para plantio, antes de sua inclusio como um descritor. Para eles
serem incluidos como descritores deveria existir uma avaliagdo precisa do
comportamento de cada cultivar em relagdo aos diferentes isolados do complexo
Colletotrichum.

Os resultados dos dois experimentos, demonstraram a necessidade em se
ampliarem os estudos relacionados a resisténcia do algodoeiro 4 ramulose. PelaA
complexidade do genoma das cultivares de algodoeiro, e dos fungos em questio,
percebe-se a necessidade de se reavaliar a forma como se tem enfocado a

certificagéio e o registro de protegdo de cultivares utilizando esse descritor.
6 CONCLUSOES

A cultivar Precoce (Epamig-5), apresenta-se como a de maior resisténcia
horizontal, seguida pelas cultivares IAC-22 e ITA-90.

As cultivares Redengdo e ITA-96 apresentam menor resisténcia

horizontal a ramulose.
A cultivar Redeng3o apresenta resisténcia vertical para o isolado CA-1, a

cultivar Precoce para o isolado6727, e a cultivar IAC-22 para o0 11086 e CAIZ'.
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A resisténcia horizontal é superestimada pelos valores da resisténcia

vertical.
Existe diferenga na agressividade/viruléncia entre os isolados

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.

Os isolados Cgcl, Cgc5, CRS , 3564, 10166 € 11326 apresentaram-se
como os mais agressivos/virulentos.

A resisténcia 4 ramulose varia em fungdo do isolado e da cultivar, o que
inviabiliza sua utilizagdo como marcador fisiolégico para protegdo e registro de

cultivares nas atuais circuntancias.
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CONSIDERACOES GERAIS

Pesquisas como as realizadas nesta tese, nao tém sido efetivamente
realizadas em microrganismos como os do Complexo Colletotrichum
encontrados no algodoeiro. Essa se faz necessaria, uma vez que os programas de
melhoramento em algodoeiro tém como objetivos aumentar a produc¢do, via
elevagdo da produtividade, percentagem e qualidade de fibra, e redugéo de
custos e riscos, por meio da melhor adaptagdo e tolerdncia das cultivares a
doengas de maior importéncia. Para isso, o trabalho conjunto de fitopatologistas,
tecnologistas de sementes e melhoristas e fundamental. Faz-se necessario o
conhecimento cada vez maior da informag¢io contida no DNA da planta. Parte
desse empenho ja foi obtido com os trabalhos pesquisando a transmissdo desses
por sementes, patogenicidade (Tanaka, 1990; 1995; Cia, 1977), e ainda esforgos
em se distinguir Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides (Dudienas, 1990; Vieira, 1996; Chitarra, 1996; Tanaka, 1996;
Silva-Mann et al., 2002).

Muita informagdo ja tem sido publicada, no entanto, a necessidade de
continuidade dessa investigagdo é cada vez mais crescente.

Nesse ambito 4 trabalhos de pesquisa foram conduzidos. No primeiro
Capitulo foi relatado o referencial teérico. No Segundo Capitulo, a eficiéncia dos
marcadores moleculares do tipo AFLP foi constatada, para a diferenciacao de C.
gossypii var. cephalosporioides, ou seja, isolados tipicos causadores da ramulose
em algodoeiro. As bandas que permitiram essa diefrenciagdo podem ser usadas
na constru¢@o de primers especificos, os quais poderdo auxiliar fitopatologistas
na caracterizag@o de isolados em lotes de sementes contaminadas, auxiliando na
diagnose precisa desses patogenos, o que permitiria um controle mais efetivo e
consequentemente redugdo das perdas produzidas por doengas. No entanto, vale

ressaltar, que os isolados apresentavam-se bem tipicos para as caracteristicas
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morfoldgicas e patogenicidade, o que pode ter contribuido par a perfeita
distingdo desses, por meio dos padrdes de bandas de AFLP. A dindmica de
investigagdo de microrganismos tem crescido, e isso sugere a continuidade do
estudo de regides gendmicas para esses patdgenos, incluindo regides que possam
ser amostradas e que permitam identificar os causadores da ramulose
idependente do seu grau de viruléncia.

Em um terceiro Capitulo, os mesmos primers empregados para a
diferenciagdio dos referidos patégenos foram usados em 49 isolados oriundos de
diferentes hospedeiros e localidades. Esses nio permitiram separar, como no
primeiro Capitulo, os microrganismos que apresentavam caracteristicas
morfolégicas e diferentes graus de viruléncia. Esse fato nfo indica que o uso de
marcadores moleculares visando a diferenciagio se invalida, mas contribui para
esclarecimentos sobre os niveis de viruléncia, os quais podem ser classificados
em escala continua, e que outras regides podem ser amostradas para a detecgdo
desses microrganismos.

No quarto Capitulo, foco maior foi dado para a certificagdo e protegédo de
variedades de algodoeiro. Os marcadores bioquimicos de proteinas extraidas
pelo calor e marcadores moleculares de DNA tipo AFLP foram empregados.
Esses 1ltimos apresentaram baixo polimorfismo, e foram avaliados por um
reduzido niimero de combinagdes de primers, o que poderia contribuir para uma
ndo eficiéncia na andlise, mas mesmo assim foram informativos e mostraram
agrupamentos em fungdo da genealogia para os gendtipos empregados. O uso
dos marcadores bioquimicos de proteinas extraidas pelo calor se mostrou
promissor, e apresentaram um polimorfismo para as diferentes cultivares. Esse
fator € essencial quando se analisa gen6tipos de base genética estreita, que é o
caso das cultivares de algodoeiro que tem sido usadas para plantio no Brasil.

Esse marcador abre perspectivas que poderdo contribuir para a avaliagio

de gendtipos e ainda para a seleg@o assistida por marcadores. No entanto, ainda
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existe a necessidade de se testar a estabilidade desse marcador, considerando
diferentes condigdes de regido de plantio, de armazenamento das sementes, ¢ de
manejo das lavouras.

No quinto Capitulo foi estimada a Resisténcia Vertical e Horizontal para
cultivares de algodoeiro, quando em associagdo com C. gossypii var.
cephalosporioides. A reagdo de plantas a esse patégeno tem sido usada para a
certificagdo, registro e protegdo de cultivares, juntamente com vérios descritores
morfolégicos. No entanto, estudos demonstram a pouca estabilidade desse
descritor, € que nessa pesquisa foi confirmada. Os resultados ainda permitiram a
constatagio de que, a forma como esse descritor vem sendo usado deve ser
reavaliada, pela grande variabilidade de patogenos que podem ter
comportamentos distintos para as diferentes cultivares, dependendo da regido e
do modo de propagag@o dos mesmos.

Essas pesquisas além de contribuir para aspectos relacionados a
qualidade de sementes permitem perspectivas futuras para novos estudos
visando a continuidade desses trabalhos em aspectos da mais diversa natureza.
Desde a avaliagio da influéncia nos métodos de preservagéo de microrganismos
na variabilidade dos fungos, até as relagdes das associagGes desses com plantas.
Outro fator a ser pesquisado ¢ a existéncia ou ndo de uma especificidade entre
isolados de sementes e de plantas. Aliando-se a esses trabalhos de pesquisa surge
ainda a necessidade de se pesquisar sobre a resposta de plantas quando em

associagdo com esses microrganismos.
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ANEXOS

ANEXO A
TABELA 1A Estimativas de similaridades genéticas (%) (método Dice) entre

23 isolados do complexo Colletotrichum em algodoeiro,
baseadas em dados AFLP
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TABELA 1A - Estimativas de similaridades genéticas (%) (método Dice) entre isolados do complexo Colletotrichum

em algodoeiro, baseadas em dados de AFLP. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Cegcl Cge2 Cgc2.7  Cgcl Cged  CgeS Cgcb Cgc8 Cgcd Cgcl0.l Cgell  Cgel2  Cgeld  Cgel$
Cecl  100.0
Cec2  68.80 100.0
Cge27  66.10 81.03 100.0
Cge3 6150 74.80 6822 100.0
Cged 7042 7686 78.67 81.63 100.0
CeeS  69.47 7658 77.65 8135 99,03 100,0
Cge6 7147 7636 7670 79.73 91,43 90,51 100,0
Cec® 7188 7547 7732 8247 91,15 90,20 91,02 100,0
Cge9 70.51 76.70 79.15 8524 90,28 90,00 90,80 90,51 100,0
Cgel0l 69.59 7286 7535 79.74 88,75 8847 90,52 90,22 93,65 100,0
Cegell 6824 7214 7324 79.74 88,12 8847 8746 8643 8821 92,17 100,0
Cecl2 64.15 7630 71.15 8218 8835 82,07 8243 8392 8533 83,06 84,38 100,0
Cgel4 7083 75.00 7536 77.85 89,74 90,09 9091 91,26 88,54 90,74 8827 79,18 100,0
Cgel5  70.17 7732 77.65 8135 91,26 92,26 93,67 92,16 91,87 91,59 8847 84,14 9329 100,0
Cecl6é 6643 78.65 76.01 8259 86,64 8636 9236 8947 88,05 8340 8589 84,03 8746 9221
Cecl7  65.67 80.16 7344 8777 83,56 83,28 8495 85,12 8849 86,10 8355 87,18 83,11 8737
Ceel7l 67.16 77.65 7722 81.14 86,10 8513 88,08 89,73 8388 8925 8599 8340 8562 89,19
Cecl8  66.89 7273 7379 7692 8528 8501 8829 8792 8783 9053 87,57 8143 90,30 88,68
Ceel9 6493 69.18 7094 79.24 83,73 84,08 86,13 8571 89,21 90,70 8546 79,23 8512 87,69
Cgc20  53.67 63.30 6046 70.59 70,03 71,00 7035 70,06 74,14 70,49 69,34 6730 69,79 72,78
Cge23  67.37 79.55 7839 84.07 88,67 89,03 8794 8954 9125 8785 87,85 84,14 8382 9097
Cec25  69.89 77.65 7653 83.61 91,37 91,72 90,00 91,61 91,36 90,46 89,23 82,99 92,11 92,99
Cee26 7393 73.17 7491 7923 89,30 89,02 88,62 87,04 8994 89,08 8731 81,17 8580 8441




wl

“TABELA 1A, Cont.”

CRS 3564 3739 6236 6727 6739 10166 11086 11325 11327 34R Cal Cg2 Cg3
CRS 100,0 4
3564 97,21 100,0
37139 9494 96,44 100,0
6236 94,94 95,79 96,03 100,0
6727 96,59 96,83 97,09 97,09 100,0
6739 92,31 9246 9530 9530 9508 100,0
10166 9530 96,15 93,77 96,39 95,51 95,68 100,0
11086 96,63 98,13 9585 96,48 97,50 93,20 96,83 100,0
1325 9295 93,11 91,95 9597 9442 9524 9634 9385 100,0
1327 93,67 94,50 91,39 9536 93,85 9530 97,05 94,57 96,64 100,0
34R 94,33 94,51 9221 9346 9390 9085 93,83 9518 90,85 92,83 100,0
Csl 7470 75,08 7547 72,33 7446 72,61 7227 74,77 70,06 71,70 7834 100,0
Cg2 76,25 76,68 78,43 75,16 76,68 7550 73,79 7571 74,17 72,55 78,77 90,68 100,0
Cg3 72,50 72,84 74,51 71,89 72,84 7285 70,55 7192 7020 69,93 7508 8820 92,90 100,0
Ced3 1567 14,56 14,96 14,17 1532 1440 1323 1434 14,40 14,17 1538 14,07 15,50 10,85
Cg9 7048 69,54 7044 69,18 70,77 70,70 69,26 69,30 68,79 69,18 72,40 85,63 86,33 85,09
Cell 73,43 73,17 7539 71,65 73,78 70,66 69,75 73,49 68,14 6791 7529 8843 89,23 86,77
Cel7 76,07 7586 7692 73,08 7586 7338 73,01 7492 7143 71,15 7794 9024 92,14 89,24
Cel7l 7438 72,84 7320 73,20 74,12 74,84 7249 71,92 7550 73,20 7569 8323 87,74 84,52
Cel8 71,22 7091 71,8 69,35 7091 71,47 6932 70,06 70,22 6935 73,68 84,95 87,46 83,79
Cg20 7446 74,84 77,17 73,31 74,84 7296 71,97 7391 71,10 70,74 7697 89,30 92,06 88,88
Cg201 71,18 7147 71,78 68,10 70,27 67,70 68,08 70,62 6584 66,87 73,62 87,72 85,45 84,24
Ce27 75,60 7540 7578 72,05 74,77 71,70 72,00 74,47 6981 70,19 7742 90,53 90,18 88,34

“...Continua...”
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“TABELA 1A, Cont.”

Cgel Cgc2 Cgc2.7  Cgel Cged  Cges Cgcb Cgc8 Cgcd Cgcl0.l1 Cgell  Cgel2  Cgcl4  Cegels
CRS 79,32 5878 60.78 66.88 7273 71.87 7791 7532 7697 7734 7613 7133 7340 7562
3564 81.94 6029 60.87 6577 73.08 7220 77.74 7443 76.16 76.54 7530 7098 74.68 76.03
3739 80.43 6189 61.71 6598 74.10 7320 80.77 7483 7658 7697 7507 72.02 7572 77.12
6236 79.71 61.89 5949 6529 70.82 70.59 7756 72.85 7405 73.19 7129 7132 71.84 74.50
6727 78.86 6029 5942 6572 7243 7224 7837 7379 7554 7592 7429 71.67 7405 76.03
6739 7798 62.83 61.13 6829 7043 7020 7662 71.81 7564 7348 74.69 73.75 7147 74.83
10166 79.58 6043 6029 6531 70.13 69.90 75.55 7147 7398 73.12 71.56 7058 71.15 74.43
11086 81.51 60.14 59.28 6424 72.15 7092 7740 7348 7523 75.61 7125 7003 7437 7570
1325 7798 62.83 6038 6690 6844 6821 74.02 7047 73.72 7093 7500 73.05 69.50 72.84
11327 8043 61.87 6097 66.67 68.85 68.63 73.08 7152 74.05 72.55 69.64 7202 69.90 73.20
34R 7933 6338 63.19 69.03 7531 75.08 79.76 7539 78.80 7857 7129 7344 75.60 78.15
Cel 70.71 72.60 7438 82.08 91.59 9192 8841 8994 9036 90.09 7619 80.13 9046 90.68
Ce2 68.77 7508 7472 8135 86.03 8645 91.77 8758 9125 9159 87.68 8551 90.09 91.61
Ce3 6596 7137 7253 7864 8544 84.81 8924 8627 90.62 89.72 8847 80.68 85.62 89.03
Cgd3 1459 1659 17.19 1481 1556 1550 1515 1653 1493 17.10 8535 16.80 16.85 15.50
Cg9 64.65 7331 70.88 82.08 8287 8323 8536 8679 86.14 8528 17.84 80.79 83.69 86.33
Cell  68.67 7394 7361 7871 89.51 89.85 8943 8598 89.55 9048 84.08 79.34 89.02 88.00
Cel7 6942 77.09 78.14 8239 90.79 91.14 90.68 89.74 9141 90.52 89.88 85.13 8840 92.40
Cgl7.l  66.67 78.07 7106 84.07 8091 80.64 84.81 8235 86.87 8287 90.51 84.14 B8l.15 8516
Cegl8 6556 7552 7241 7949 8159 81.96 84.68 8235 87.24 8461 8224 8143 84.84 8501
Ce20  69.65 7664 77.70 78.67 88.53 88.89 91.59 90.67 89.23 80.80 8343 8939 93.08 92.70
Cg201 6623 71.28 77.81 7555 88.14 8848 8452 8405 87.65 8680 8896 7741 8528 8545
Ce27  69.10 7649 7474 8038 88.61 88.96 91.57 90.07 9048 90.21 8739 79.74 90.58 90.80

«...Continua...”
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“TABELA 1A, Cont.”

Cgel Cgc2 Cge2.7 Cge3  Cged  CgeS Cgcé Cge8  Cge9 Cpel0.1 Cgell  Cgel2  Cgeld  Cgels

Ce28 6222 7401 7209 7357 7755 7729 7641 7629 7672 7386 79.08 78.54 73.82 75.93

Ce29 7020 74.82 7586 80.77 9202 9235 9129 8792 90.80 9053 91.71 82.08 8848 91.13

P13 75.00 56.08 75.86 5838 66.67 6587 7172 67.87 69.16 6896 70.11 63.72 6941 70.02
CR5 3564 3739 6236 6727 6739 10166 11086 11325 11327 34R Cgl Cg2 Cg3

Ce28 6295 61.74 6323 61.85 61.74 6132 59.18 60.92 6132 61.17 65.16 7492 7661 72.54

Ce29 7656 7636 76.78 73.07 7576 7272 7301 7545 70.85 7121 7836 92.03 91.13 89.30

P13 8645 87.06 8649 8649 87.65 83.89 8571 8837 8450 84.68 84.66 6877 70.03 6647
Cgd3 Cg9 Cgll Cgl7 Cgl76 Cgl8 Cg20 Cg20.1 Cp27 Cg28  Cg29  PI3

Cgd3  100.0

Ce9 25.18 100.0

Cell 17.58 84.87 100.0

Cel7 1742 87.80 90.63 100.0

Cegl71 1938 8571 81.85 8544 100.0

Cel8 2545 9144 8479 87.69 8685 100.0

Cg20 1901 85.63 9030 91.59 83.81 8795 100.0

Cg201 1942 81.87 8638 89.28 78.18 84.15 88036 100.0

Cg27 1898 87.57 9091 9277 84.05 89.90 93.05 90.17 100.0

Cg28 2634 8078 76.13 81.06 77.97 8205 7733 78.09 77.81 1000

Ce29 1745 86.72 91.81 9549 8440 8721 9036 9049 9446 80.13 100.0

P13 2175 68.19 6932 6939 6825 6949 70.17 67.79 7139 6335 71.18 100.0

“...Continua...”
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“TABELA 1A, Cont.”

Cgcl6  Cpel7  Cgel7. Cgel8  Cgeld  Cge20  Cpo23  Cge25  Cpe26
CRS 74.84 7194 7385 7359 7346 5862 71.87 7407 81.65
3564 7395 7027 7224 7272 72.02 5747 7156 7444 80.96
3739 95.65 72.66 7397 7430 7234 5688 71.89 74.83 80.24
6236 73.02 7266 72.60 7058 6930 56.88 70.58 7225 78.39
6727 7524 7229 7290 7393 72.02 5747 7092 73.18 80.36
6739 7466 7508 73.61 7210 70.15 5939 7284 7254 76.87
10166 7361 7123 7254 6993 6927 5816 71.84 72.84 7828
11086 7428 7000 71.94 71.85 71.17 5681 70.66 73.52 80.00
11325 7200 7298 7361 69.59 67.69 5818 7152 70.58 75.62
11327 7105 7266 72.60 69.69 68.69 5868 7254 71.61 76.54
34R 76.78 74.67 74.59 7485 7471 6005 73.84 7598 83.38
Cgl 85.00 8393 8441 86.13 8579 6971 90.06 92.63 88.23
Cg2 8831 86.00 8851 88.68 87.68 69.82 8838 8980 87.80
Cg3 85.71 8259 84.13 8623 87.08 6923 8645 87.89 86.58
Cgd3 1796 1576 17.21 2618 24.19 4475 17.05 1603 16.66
Ced 85.62 8327 8506 83.68 8347 76.00 88.19 86.50 8294
Cgll 8544 8441 8424 8650 8505 69.69 8645 88.14 88.62
Cgl7 91.07 8695 8741 87.08 8790 7267 91.13 9250 92.81
Cegl7.1 8636 8737 8649 8196 81.08 7396 8645 84.71 84.75
Cgl8 86.15 84.51 8498 8430 81.71 77.18 88.68 87.61 82.63
Cg20 90.73 8591 88.37 91.57 8639 7414 9142 9342 88.28
Cg20.1 8292 79.87 81.64 8357 8328 7150 8787 8922 87.93
Ce27  90.12 8349 84.61 88.63 87.11 7345 9141 9273 90.69

«...Continua...”
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“TABELA 1A, Cont.”

Cgel6  Cgel7 Cgel7.l Cgel8 Cgel9  Cge20  Cge23  Cpe25 Cpe26

Cecl6  100.0

Cgel7 8935 100.0

Cgel7.1 91,16 88.89 . 100.0

Cgel2  88.00 84.52 8690 100.0

Cgel® 8520 82.28 82.76 84.57 100.0

Cge20 7262 71.65 7099 73.80 79.22 100.0

Cge23  89.61 88.74 90.54 88.68 84.68 7574 100.0

Cec25 9038 87.54 89.33 88.82 8724 73.68 96.18 1000

Cec26 8712 83.60 84.08 8522 86.61 7022 87.20 89.16 100.0
Cge28 7508 77.69 76.86 73.71 7232 6934 8000 7826 77.31
Cec29  88.00 83.87 8434 86.05 8743 73.80 89.30 91.84 92.75
P13 68.05 6437 6501 67.23 65.55 5698 65.87 66.86 73.80
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