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RESUMO

ALMEIDA, Vanessa Cavalcante de. Caracterizacdo morfocultural, patogénica e
molecular de isolados de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides. 2013. 73f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal da Paraiba. Areia: 2013.

Considerando a importancia da identificacdo de espécies de Colletotrichum associadas a
cultura do algodoeiro, bem como a escassez de informacfes a respeito da sistemética das
espeécies, 0 objetivo desse trabalho foi a realizacdo da caracterizacdo morfoldgica e patogénica
de isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e de C. gossypii submetidos a diferentes
temperaturas, visando identificar possiveis diferencas entre as duas espécies e avaliacdo do
uso de marcadores moleculares para diferenciagdo de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides. Foram utilizados cinco isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e
cinco isolados de C. gossypii os quais foram incubados a 20, 25 e 30 °C. Foram mensurados
o crescimento micelial, a esporulacdo, a dimensdo dos conidios assim como a topografia e
coloragéo das col6nias e o DNA desses isolados foi utilizado para analises com os marcadores
moleculares ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP e Box-PCR. Os dados de caracterizacdo
cultural foram submetidos a anélise de variancia e comparados pelo teste de Tukey. Os dados
de patogenicidade foram analisados empregando-se 0 Modelo Linear Generalizado. Os
resultados revelaram que houve diferengas entre os isolados em relacdo ao crescimento
micelial e esporulacdo das duas espécies nas diferentes temperaturas, nao tendo sido
observada variacdo no comprimento e largura dos conidios. C. gossypii expressou sintomas de
antracnose, enguanto sintomas de ramulose foram observados apenas em plantas inoculadas
com C. gossypii var. cephalosporioides. A combinagdo dos cinco marcadores analisados
amplificou 54 locos, dos quais 48% foram polimdérficos. O marcador mais informativo foi o
ERIC-PCR. Os padrbes de bandas de DNA foram empregados para célculo dos valores de
similaridade genética, os quais mostraram similaridade minima de 55% e maxima de 100%. O
dendograma apresentou dois grupos distintos, um grupo incluindo todos os isolados
caracterizados como C. gossypii e 0 outro com agrupamento dos isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides indicando que as técnicas moleculares baseadas na combinacdo dos
marcadores ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP e Box-PCR foram eficientes para diferenciar
C. gossypii de C. gossypii var. cephalosporioides.

Palavras — chave: Algodoeiro, Ramulose, Antracnose, Marcadores de DNA
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ABSTRACT

ALMEIDA. Vanessa Cavalcante de. Morphological, pathogenic and molecular
characterization of Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e  Colletotrichum
gossypii. 2013. 73f. Thesis (Ph.D. in Agronomy) - Centre for Agrarian Sciences, Federal
University of Paraiba. Areia: 2013.

Considering the importance of identification of Colletotrichum species associated with cotton
plants as well as the lack of information about the systematic species, the aim of this work
was the realization of characterization morphological and pathogenic of isolates of C. gossypii
var. cephalosporioides and C. gossypii subjected to different temperatures, in order to identify
possible differences between the two species and evaluate the use of molecular markers for
the differentiation of C. gossypii and C. gossypii var. cephalosporioides. Five isolates of C.
gossypii var. cephalosporioides and five isolates of C. gossypii were incubated at 20, 25 and
30 °C. Were mensured the mycelial growth, sporulation, the size of conidia as well as
topography and color of the colony and the DNA these isolates was used for analysis with
molecular markers ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP and Box-PCR. Cultural
characterization data were subjected to analysis of variance and compared by Tukey test.
Pathogenicity data were analyzed employing the Generalized Linear Model. The results
revealed that there were differences among the isolates in relation to mycelial growth and
sporulation of the two species at different temperatures, no variation in the length and width
of conidia was observed. C. gossypii expressed anthracnose symptoms, while symptoms
ramulosis were observed only in plants inoculated with C. gossypii var. cephalosporioides.
The combination of the five markers amplified 54 loci, of which 48% were polymorphic. The
most informative marker was ERIC-PCR. The patterns of DNA bands were used to calculate
the values of genetic similarity, which showed minimal similarity of 55% and a maximum of
100%. The dendrogram showed two distinct groups, one including all isolates characterized
as C. gossypii and the other group of isolates of C. gossypii var. cephalosporioides indicating
that molecular techniques based on the combination of markers ERIC-PCR, ISSR, IRAP,
REMAP and Box-PCR were efficient to differentiate C. gossypii of C. gossypii var.
cephalosporioides.

Keywords: Cotton, Ramulosis, Anthracnose, DNA markers
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de algodoeiro (Gossypium spp.) do mundo,
ocupando o quinto lugar, estando atras apenas da China, india, Estados Unidos e Paquistdo,
tendo produzido na safra 2012/2013 mais de trés milhGes de toneladas de algod@o em caroco e
mais de um milhdo de toneladas de pluma (CONAB, 2013).

Como éreas produtoras de algodoeiro no pais destacam-se as regides Centro-Oeste e
Nordeste. A producéo concentra-se nos estados de Mato Grosso, Bahia, Goias e Mato Grosso
do Sul), que juntas sdo responsaveis por aproximadamente 96% da producdo nacional do
algodéo herbaceo.

O crescimento da producédo algodoeira no cerrado deu-se a partir do inicio da década
de 1990, como alternativa para a sucessdo com a cultura da soja, encontrando naquela regiéo,
condigdes propicias para o seu desenvolvimento, principalmente, a partir do lancamento de
cultivares com maior rendimento de fibra, adaptadas aquele ecossistema e com adocao de alto
nivel de tecnologia e insumos em todo o sistema de producdo (PAIVA et al., 2001). Tais
procedimentos tém possibilitado a viabilidade econdmica da cultura e elevado os rendimentos
obtidos nos Gltimos anos. Entretanto, é preocupante 0 aumento sisteméatico no uso de insumos,
destacando-se, os fungicidas (SUASSUNA; COUTINHO, 2007; ARAUJO, 2008).

Quanto aos problemas fitossanitarios no algodoeiro, encontram-se mais de 250
espécies de fitopatdgenos que acometem a cultura, das quais 90% sdo fungos. Muitos destes
patdgenos ndo apresentam qualquer importancia econémica, porém, outros sdo altamente
destrutivos destacando-se os causadores da ramulose, do mosaico das nervuras, da mancha
angular, das manchas foliares, da podriddo das magcas, entre outros (CIA; FUZATTO, 1999).

N&o existem dados oficiais sobre os efeitos somados de todas as doencgas sobre a
producdo de algodoeiro. Entretanto, como muitos patdgenos da cultura ocorrem nas regies
produtoras (CIA; SALGADO, 1995), estima-se que as perdas sejam substanciais. Depois que
grandes areas produtoras de algodoeiro se instalaram em regifes de Cerrado, tem sido
constatada alta incidéncia de doencas foliares, inclusive aquelas que eram consideradas de
pouca importancia para a cultura nas regides tradicionalmente produtoras (MONTEIRO,
2007). Cia e Fuzatto (1999), classificando a importancia potencial de doengas do algodoeiro,
até o ano de 1999, em estados produtores da regido do Cerrado brasileiro, identificaram a
ramulose e a mancha angular como as de maior importancia dentre as doengas fungicas e

bacterianas, respectivamente.
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A ramulose é causada por uma variedade fisiolégica do agente causal da antracnose
(Colletotrichum gossypii), que recebeu o nome de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides (CIA; SALGADO, 1995). Essa doenca foi diagnosticada pela primeira vez
no municipio de Rancharia — SP, em 1936 e ja se encontra disseminada praticamente por
todas as regibes do pais onde se cultiva o algodao (KIMATI et al., 1997). Fora do Brasil, sua
ocorréncia foi relatada somente na Venezuela (MALAGUTI, 1955) e no Paraguai
(MATHIESON; MANGANO, 1985). No Brasil, antracnose e ramulose parecem ser causadas
por dois patdgenos diferentes que pertencem ao complexo C. gloeosporioides (BAILEY et al.,
1996; SILVA-MANN et al., 2005; WEIR et al., 2012).

Os dois patdgenos, que causam a ramulose e antracnose, sdo transmitidos via semente
e sdo morfologicamente muito semelhantes. A diferenciacdo de C. gossypii var.
cephalosporioides de C. gossypii que se desenvolvem sobre as sementes de algodoeiro, é
muito dificil quando se utilizam métodos rotineiros de patologia de sementes como incubacéo
em papel de filtro, plaqueamento em agar e outros, comprometendo a confiabilidade dos
métodos usuais disponiveis.

A utilizacdo de técnicas moleculares pode ser bastante promissora para solucionar o0s
problemas metodoldgicos na deteccdo e diferenciacdo de patdgenos em sementes. Tais
técnicas tém sido utilizadas para estudar a filogenia, a variabilidade genética e a deteccdo de
fungos fitopatogénicos (ZANOTTA, 2013) e tém sido desenvolvido estudos baseados na
utilizacdo de marcadores de DNA para caracterizar sistematicamente relacdes de espécies de
Colletotrichum e para servir como uma base para o diagnostico de espécies (CROUCH et al.,
2006 , 2009b; FARR et al., 2006; DAMM et al., 2009; PRIHASTUTI et al., 2009).

Neste estudo, objetivou-se a realizacdo da caracterizacdo morfolégica e patogénica de
isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e de C. gossypii submetidos a diferentes
temperaturas, visando identificar possiveis diferencas entre as duas espécies; e avaliacdo do
uso de marcadores moleculares para diferenciacdo de C. gossypii e C. gossypii var.

cephalosporioides.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O hospedeiro — Plantas de algodoeiro

2.1.1 Importéancia socio-econémica da cultura do algodoeiro

O algodoeiro é considerado a mais importante das fibras téxteis, naturais ou artificiais,
sendo a planta de aproveitamento mais completo e que oferece os mais variados produtos. Sua
utilizacdo concentra-se na industria de fiacdo e tecelagem e na industria de alimentagdo
animal (farelo) e humano (6leo), sendo de amplo numero de produtos secundarios,
apresentando grande importancia socioecondémica (ANUARIO BRASILEIRO DO
ALGODAO, 2013).

Esta entre as mais importantes culturas de fibras no mundo. Todos os anos, uma média
de 35 milhGes de hectares de algodao é plantada por todo o planeta. A demanda mundial tem
aumentado gradativamente desde a década de 1950, com um crescimento anual médio de 2%.
O comércio mundial do algoddo movimenta anualmente cerca de US$ 12 bilhGes e envolve
mais de 350 milhGes de pessoas em sua producdo, desde as fazendas até a logistica, o
descarogamento, 0 processamento e a embalagem (ABRAPA, 2013).

A producdo nacional de algoddo em carogo para a safra 2012/13 esta estimada em
3.291,6 mil toneladas, configurando, portanto, uma reducéo de 33,3% em comparacado a safra
2011/12. A producdo do algoddo em pluma por sua vez, serd de 1.275,1 mil toneladas,
registrando reducdo de 32,7%, comparativamente a safra anterior (CONAB, 2013). Tais
retracdes devem-se, principalmente, as expressivas reducfes de areas em todas as regides
produtoras do pais, ocasionada, sobretudo, pela retracdo dos precos nos mercados interno e
externo, os altos custos de produgéo, e os atraentes precos do milho (Zea mays) e da soja
(Glycine max), e em decorréncia de uma praga que ainda ndo havia sido identificada no
Brasil, Helicoverpa armigera, que destruiu lavouras na Bahia (0 segundo maior produtor do
pais), no Piaui, no Maranhdo, em Mato Grosso, em Goiés, no Parand, em S&o Paulo e em
Minas Gerais (ABRAPA, 2013).

Mas nada disso representa queda na importancia da fibra no mercado mundial. O
periodo 2012/13 reflete apenas a situacdo de momento com precos baixos e demanda menor,
principalmente por parte da China, maior compradora de algoddo no mundo, que formou
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estoques estimados em 6 milhdes de toneladas na Gltima safra. Espera-se que para o ciclo
2013/14 a éarea plantada com a cultura no Brasil cresca cerca de 25% em relacdo a safra
2012/13, e uma producdo 30% maior do que a atual (ANUARIO BRASILEIRO DO
ALGODAO, 2013).

2.1.2 Caracteristicas, distribuicao e diversidade do género Gossypium no

Brasil

O algodoeiro é uma planta ereta, anual ou perene, dotada de raiz principal cénica,
pivotante, profunda, e com pequeno nimero de raizes secundarias grossas e superficiais. O
caule herbaceo ou lenhoso tem altura variavel e é dotado de ramos vegetativos (4 a 5
intraxilares, na parte inferior), e ramos frutiferos (extraxilares, na parte superior). As folhas
sdo pecioladas, geralmente cordiformes, de consisténcia coridcea ou ndo e inteiras ou
recortadas (3 a 9 16bulos) (SALVATIERRA et al., 2009)

O Brasil ¢ um dos detentores da maior variabilidade existente em espécies de
algodoeiro tetrapldides (VILARINHO, 2006), apresentando trés espécies: G. hirsutum, G.
barbadense e G. mustelinum.

A espécie G. hirsutum estd representada por duas racas exdticas, G. hirsutum racga
latifolium Hutch e G. hirsutum r. marie galante. A primeira é denominada algodoeiro
herbaceo, nativa do México e introduzida via Estados Unidos (WENDEL e CRONN, 2003),
amplamente cultivada no Brasil e no mundo, apresenta grande capacidade adaptativa a
diferentes ambientes (SALVATIERRA et al., 2009). Trata-se de uma planta de grande
complexidade morfolégica, possuindo particularidades importantes que sdo utilizadas na
identificacdo da espécie dentro do género Gossypium e da familia Malvaceae. A segunda raca
¢ conhecida como algodoeiro moc6 sendo encontrada apenas no semi-arido da regido
Nordeste do pais, na forma de variedades cultivadas, populagdes ferais e de fundo de quintais
(PERCY et al., 2006). Originaria das Antilhas e trazida para o Brasil provavelmente por
holandeses e africanos, durante o periodo colonial, foi cultivada no semi-arido do Nordeste
até e a década de 80 (PINTO DE MENEZES, et al., 2010).

A espécie G. barbadense € nativa do norte do Peru e amplamente distribuida no Brasil
(BRUBAKER et al.,, 1999; BARROSO e FREIRE, 2003). Dois tipos desta espécie de

algodoeiro sdo encontrados no Brasil. O primeiro corresponde a cultivares introduzidas,
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principalmente dos Estados Unidos e de Israel, para a producdo de fibra extra-longa. A area
cultivada é pequena, ocupando menos de 0,5% da area de algoddo no pais. O outro tipo €
representado por gendtipos tradicionais que ndo sofreram qualquer tipo de melhoramento
convencional e sdo descendentes de plantas cultivadas pela populacdo local, antes da
colonizagdo européia (NEVES et al., 1968; FREIRE, 2000). A espécie G. barbadense pode
ser encontrado ao longo de quase todo o territério brasileiro e, apesar de ndo ser nativo do
Brasil, o pais € considerado um importante centro secundario de diversidade de algodoeiro
(ALMEIDA et al., 2009).

Os tipos tradicionais de G. barbadense pertencem a duas racas botanicas, ambas
apresentam-se como formas semi-domesticados (FREIRE, 2000). A raca brasiliense foi
domesticada na Bacia Amazo6nica. Sementes de cada loculo aderem-se uns aos outros,
formando uma estrutura conhecida como rim-de-boi. Brubaker et al. (1999) consideram mais
apropriado classificar a raca brasiliense como uma forma local domesticada. A outra raca
(barbadense) apresenta sementes ndo agregadas e € popularmente conhecido como
"quebradinho”. Ambas as racas crescem como arbustos e sdo perenes (FREIRE, 2000;
ALMEIDA et al., 2009). A espécie G. barbadense foi amplamente cultivada no Brasil,
durante o periodo colonial para abastecer a industria de fiacdo local, bem como para a
exportacdo para a Europa. Seu uso como planta de fibra diminuiu apds o algodoeiro herbaceo
(G. hirsutum var. latifolium) e Mocé (G. hirsutum var. Marie- galante) serem introduzidos
(NEVES et al., 1968).

A Unica espécie nativa do Brasil ¢ G. mustelinum, que apresenta distribuicdo restrita
ao semi-arido Nordestino, na forma de populacdes silvestres, dispostas ao longo das margens
e rios temporarios (FREITAS, et al., 2008; ALVES, et al., 2013). O principal problema para a
manutencdo in situ de G. mustelinum é a pratica da pecuaria extensiva, particularmente de
caprinos. Os animais se alimentam de brotos, folhas, frutos, sementes e da casca do caule,
prejudicando o desenvolvimento e, em alguns casos, provocando a morte das plantas adultas.
Além disso, a renovacdo das plantas também é comprometida, uma vez que o pastejo em
individuos jovens ocasiona sua completa destruicdo (ALVES et al., 2013).

O conhecimento relacionado a diversidade genética das espécies pode proporcionar
vantagens aos programas de melhoramento, pois a introducéo de variabilidade pode reduzir a
vulnerabilidade a pragas e a doencas. Além da grande variabilidade, as espécies de algodoeiro
encontradas no Brasil apresentam simpatria e podem trocar material genético entre si gerando
descendentes férteis, favorecendo com isso a amplia¢do da heterogeneidade e o surgimento de

novas combinagdes alélicas. Muitas variedades de algodoeiro tém sido desenvolvidas a partir
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desses materiais, entretanto, o ganho de produtividade limitada tem levado ao uso mais
extensivo de germoplasma até entdo ndo utilizado (SILVA, 2012).

2.2 A Doenca — Ramulose e Antracnose do Algodoeiro

2.2.1 Origem e distribuicéo

O patdgeno Colletotrichum gossypii South., agente causador da antracnose, foi
observado em areas produtoras de algodoeiro atacando todas as partes da planta, e com maior
frequéncia causando doencas em frutos (macd) na América do Norte. Em 1891, Atkinson, ao
investigar outras doencas no algodoeiro, encontrou 0 mesmo fungo na superficie de folhas
sintomaticas, com o inéculo se espalhando rapidamente pelo campo de cultivo. Por fim,
descreveu-se o teleomorfo Glomerella gossypii, isolado a partir de macas de algodoeiro que
apresentavam peritécios e que forma coletadas no estado da Louisiania, EUA (EDGERTON,
1909).

No ano de 1936, uma doenca foi observada ocorrendo em cultivos de algodoeiro no
estado de Sao Paulo, que foi identificada, erroneamente, como “crumpling disease”. Apds o
conhecimento da ocorréncia de uma doenca que ainda ndo havia sido relatada no estado,
pesquisadores do Instituto Agrondmico de Campinas a identificaram e a descreveram
nomeando a doenga como ‘“‘superbrotamento ou ramulose do algodoeiro”, porém nao foi
possivel identificar seu agente causal (COSTA; FRAGA JR., 1937). Somente em 1939, o
agente causal da ramulose foi descrito no Brasil como sendo o patdégeno C. gossypii var.
cephalosporioides, por apresentar caracteres morfolégicos muito semelhantes a C. gossypii
South (COSTA; FRAGA JR., 1939).

A ramulose encontra-se disseminada em quase todos os estados do Brasil onde se
cultiva o algodoeiro (SUASSUNA, 2005). Além de Sdo Paulo e Parana, também foi
diagnosticada nos estados de Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Para, Bahia, Goias
(CIA, 1997), Ceara (ARAUJO et al., 1978), Mato Grosso do Sul (CIA; SALGADO, 1997) e
em Minas Gerais (GAEIRAS, 1978). Segundo Barrocas (2008) na regido Centro-Oeste sua
incidéncia continua aumentando ao longo dos anos.

Na Venezuela, a doenca ¢ conhecida por “witche’s broom”, devido a semelhanca dos

sintomas com aqueles caracteristicos da vassoura-de-bruxa do cacaueiro causada pelo fungo
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Crinipellis perniciosa e pela aparéncia de vassoura, induzida as plantas infectadas pela
emissdo de ramificagdes excessivas (MALAGUTI, 1955; SUASSUNA, 2005).

2.2.2 Impactos econdmicos

Diversos problemas de ordem fitossanitaria tém afetado a cultura do algodoeiro no
Brasil (CHIAVEGATO, 2001). De uma maneira geral, o algodoeiro é uma planta hospedeira
de mais de 250 agentes patogénicos, ja descritos na literatura. Dentre eles destacam-se 0s
fungos, virus, bactérias e nematoides (SALVATIERRA, 2009). Na Tabela 1 encontra-se o
grau de importancia das principais doencas que infectam o algodoeiro. Dentre elas observa-se
gue Ramulose, Mosaico das nervuras, Mancha angular e Manchas foliares séo consideradas as

mais importantes.

Tabela 1. Grau de importancia das principais doengas que infectam a cultura do algodoeiro

no Brasil
Sul/Sudeste Centro-Oeste Norte Nordeste
Doencas PR SP MG GO MS MT RO PA Outros Total
Murcha do Fusarium 4 5 3 3 2 1 - - - 18
Murcha do Verticilium 3 3 1 1 1 1 - - X 10
Ramulose 3 3 4 5 4 5 5 5 X 34
Mancha angular 4 3 3 3 3 3 3 3 X 25
Manchas foliares 3 2 2 3 3 4 3 3 X 24
Mosaico das Nervuras 4 5 5 5 5 5 X X X 29
Viroses - X X X X X - - X -
vermelnado. 4 5 3 3 3 3 - - - 2
Nematoides 4 5 4 3 3 2 - - - 21
Podriddo das Macas X X X X X X - - X -
Mofo branco - - - - - - - - X -

Escala de notas: 1 = sem importdncia; 2 = pequena importancia; 3 = medianamente
importante, necessitando precaucdes e estudos; 4 = importante, demandando medidas de
controle; 5 = muito importante, inviabilizando a cultura se ndo houver controle; X = presenca
detectada; - = presenca nao detectada. Fonte: SALVATIERRA, 2009.
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Os danos a cultura do algodoeiro causados pela ramulose podem atingir entre 30 e
70% no rendimento, podendo chegar a até 85% quando as condi¢cBes de ambiente sdo
favoraveis (SUASSUNA, 2005). Esses prejuizos estdo diretamente relacionados com a
suscetibilidade da cultivar, da idade da planta afetada e das condicGes climaticas (FREIRE et
al., 1997). Se houver distribuicdo generalizada da doenca no campo, as perdas podem ser
totais (SUASSUNA, 2005).

Embora sejam conhecidos os efeitos danosos da ramulose do algodoeiro, ndo existem
estudos que revelem a quantificacdo dos danos a producdo de pluma, em funcdo da
intensidade da ramulose sob as condicdes de plantio no cerrado (ARAUJO, 2008).

2.2.3 Sintomas, epidemiologia e controle

Em algodoeiro, C. gossypii var. cephalosporioides infecta as folhas, os peciolos e o
colmo provocando nanismo e superbrotamento dos ramos o que prejudica a formacdo de
macas e, consequentemente, o rendimento da cultura (MEHTA et al., 2005). Em condicdes
ideais esta doenca pode causar perdas na producgdo de até 60% (FREIRE, 2007).

O inicio da infeccdo € caracterizado pela ocorréncia de manchas necréticas circulares
nas folhas jovens com reentrancias e de aspecto estrelado, cujo centro normalmente se torna
quebradico quando se localizam no peciolo e nas nervuras (enrugamento da superficie foliar).
A necrose do meristema apical estimula o desenvolvimento de brotos laterais, para onde é
direcionada a producdo de assimilados da planta, levando ao superbrotamento e aspecto
envassourado, além de pequeno porte e reducdo do ndmero de capulhos (CIA; SALGADO,
1997).

Quando a doenga afeta plantas novas, as gemas terminais dos ramos extranumerarios
podem sofrer novas infecgdes e, pela sua morte, estimulam o desenvolvimento de novas
gemas. Isso podera carrear de energias para o0 crescimento vegetativo em resposta a sucessiva
destruicdo das gemas apicais que exaure a planta prejudicando a frutificagdo. Plantas doentes
podem ser facilmente distinguidas das sadias, pois estas derrubam as folhas e apresentam
grande numero de capulhos. Ao passo que as plantas doentes, apresentam densa massa de
folhagem escura e poucos capulhos. Normalmente observam-se na parte inferior da planta
com muitos sintomas algumas folhas mais desenvolvidas, de colora¢do verde mais escuro e
aspecto coriaceo ou quebradico (CIA; SALGADO, 1995).
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As condigbes favoraveis ao desenvolvimento do fungo sdo alta pluviosidade e boa
fertilidade do solo. Segundo Arndt (1944) a temperatura 6tima para a infeccdo em campo
encontra-se ao redor de 22 °C, sendo que temperaturas abaixo de 18 °C e acima de 36 °C sdo
limitantes. A temperatura 6tima para o crescimento e desenvolvimento do fungo in vitro esta
entre 25 e 30 °C (CIA; SALGADO, 1997).

A ramulose apresenta como principal modo de disseminagdo as sementes, mas, outra
via de disseminagdo é pelo solo contaminado. Por qualquer uma delas, o in6culo primério,
encontrando ambiente favoravel e hospedeiro suscetivel estabelece focos iniciais de infecgéo.
Estes, com o progresso da doenca, dardo origem a focos secundarios que podem levar
geralmente a um quadro epidemiolégico (TALAMINI; STADNIK, 2004).

A antracnose que afeta a cultura do algodoeiro tem como agente causal o fungo C.
gossypii. Seus sintomas sdo apodrecimento nos frutos, conhecidos por macas e tombamento
de plantulas (SOUTHWORTH, 1890). O patdégeno C. gossypii pode ocorrer em qualquer
parte do algodoeiro, podendo ser altamente prejudicial para os frutos. As plantulas de algodao
guando infectadas, apresentam lesGes deprimidas nas raizes e no colo e tem coloracdo pardo-
avermelhadas a pardo-escuras, 0 que resulta em tombamento. C. gossypii pode viver
saprofitamente, entretanto sdo as sementes infectadas que constituem a principal fonte do
indculo (CIA; SALGADO, 1997).

As medidas recomendadas para o controle da ramulose e antracnose séo a utilizacdo
de cultivares resistentes (CARVALHO et al., 1984; CIA; SALGADO, 1997), sementes livres
de patdégenos (MENTEN, 1986; MACHADO, 1988; CIA; SALGADO, 1997); tratamento das
sementes infectadas com fungicidas (PAIVA et al., 2001), rotagdo de culturas, além de outras
medidas que funcionam preventivamente, como inspecdo periédica do campo para
erradicacdo de plantas doentes e a pulverizacdo de plantas sadias adjacentes as plantas

doentes. Dentre essas medidas tém sido a utilizacdo de sementes livres de patdgenos.
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2.3 O Patégeno - Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.

cephalosporioides

2.3.1 O género Colletotrichum

O género Colletotrichum descrito por Corda em 1837 compreende varias espécies
incluindo saprofitas e fitopatogénicas, sendo estas responsaveis pela doenga denominada
antracnose em Vérias plantas hospedeiras, causando enormes prejuizos (VON ARX, 1957,
MENEZES, 2006)

Segundo Von Arx. (1957), foi Stoneman que, em 1898, encontrou a forma ascogénica
em antracnose provocada por espécies de Gloerosporium, e as colocou em um novo género,
ao qual chamou de Gnomoniopsis. Porém, esse nome ja havia sido ocupado com outro fungo
por Belese em 1892. Entdo, em 1903, Von Schrenk e Spaulding mudaram a classificacdo para
Glomerella, contendo cinco espécies.

Sutton (1992) organizou o género, incluindo as espécies do género Colletotrichum no
género Vermicularia. Mais tarde o género foi reorganizado sob varios nomes, sendo os mais
comumente empregados: Dicladium, Ellisieola, Vermicularia, Colletotrichum e
Gloerosporium. Esses e outros nomes foram usados de maneira desordenada durante o
séculos XIX e XX para varias espécies que hoje se encontram incluidas no género
Colletotrichum (PEREIRA, 2009).

As espécies de Colletotrichum apresentam uma ampla distribuicdo geografica,
particularmente em ambientes quentes e umidos dos tropicos. Os membros patogénicos de
Colletotrichum ocorrem em diversas espécies de hospedeiros, desde culturas agricolas e
plantas medicinais, aos arbustos e arvores silvestres, causando podriddes em colmos, caules e
frutos, seca de ponteiros, manchas foliares, infeccdes latentes e antracnoses. As antracnoses
sdo conhecidas como lesbes necréticas profundas e delimitadas nos tecidos (MENEZES,
2002). Causam prejuizos varidveis, dependendo das condi¢cbes ambientais favordveis e do

grau de suscetibilidade da planta em diferentes regides produtoras no Brasil e no mundo.
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2.3.2 ldentificacdo de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides

A identificacdo de espécies de Colletotrichum tém encontrado dificuldades
relacionadas a grande diversidade fenotipica dos isolados fungicos, influencia dos fatores
ambientais na estabilidade dos caracteres morfol6gicos e culturais, existéncia de formas
intermediarias de morfologia das colbnias e falta de padronizacdo de condicGes culturais
empregadas nos diferentes estudos (LOPEZ, 2001; BONETT et al., 2010).

A determinacdo precisa da etiologia das doencas causadas por diferentes espécies de
Colletotrichum é essencial para entender a epidemiologia desses patdgenos e a correta
identificacdo desses agentes é fundamental para decisdes de quarentena, no melhoramento de
plantas e para o controle da doenca (CAl et al., 2009).

Em 1992, Ottonello estudou as caracteristicas culturais, patogénicas e soroldgicas de
C. gossypii var. cephalosporioides, sugerindo a nomenclatura raga 1 para os isolados néo
associados a morte de 4&pices e raca 2 para isolados associados ao sintoma de
superbrotamento, ou seja, 0s causadores de ramulose. Entretanto, isso ndo pode ser adotado
uma vez que ndo existem cultivares definidos para a diferenciacdo de racas e nem trabalhos
moleculares que sugiram essa diferenca.

A diagnose com base no héabito de crescimento em sementes de algodoeiro nem
sempre satisfaz os critérios recomendados por Tanaka et al. (1996) e Chitarra (1996), que
encontraram resultados variaveis quanto a distincdo de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides.

Com a ineficiéncia dos métodos tradicionais, técnicas utilizando marcadores de DNA
e bioquimicos tem demonstrado sucesso na identificacdo de espécies fungicas.

Carvalho et al. (1997) para diferenciar os fungos C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides, realizaram analises de isoenzimas de isolados em cultura pura dos dois
fungos. Dentre os cinco sistemas enzimaticos testados, os perfis de esterase, fosfatase acida e
peroxidase permitiram distinguir os isolados C. gossypii de C. gossypii var.
cephalosporioides. Ja Silva-Mann et al. (2002) ndo conseguiram fazer distingédo entre isolados
de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides a partir de analises isoenzimaticas de
esterase, fosfatase acida e peroxidase.

Sutton (1992) ao comparar C. gossypii var. cephalosporioides e C. gossypii com C.
gloeosporioides molecularmente, afirmou que estes apresentam grande similaridade entre si.
Bailey et al. (1996) analisaram sequéncias de nucleotideos do DNAr de vérias espécies de

Colletotrichum que infectam plantas da familia Malvacea, e verificaram que isolados obtidos
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de algodédo (C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides) s&o muito similares entre si e
entre diversas formas de C. gloeosporioides. Os autores concluiram que nao é apropriado
considerar C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides como espécies distintas de C.
gloeosporioides e propuseram que C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides fossem
considerados como formae especiales de C. gloeosporioides, propondo a nomenclatura de
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. gossypium. Entretanto, Suassuna (2005) considerou a
proposta inadequada, pois ndo permite distinguir entre o agente causal da ramulose e da
antracnose do algodoeiro.

Mehta et al. (2001), utilizando técnica molecular de Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus (ERIC-PCR) e Repetitive Extragenic Palindromic elements (REP-
PCR), ndo conseguiram distinguir os isolados de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides. O mesmo aconteceu com Carvalho (2005) com base em estudos das
regides ITS1, ITS2 e 58S do DNA ribossomal. Ja Silva-Mann et al. (2005) estudaram a
variabilidade genética entre isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides
utilizando a técnica de AFLP (Amplified fragment lenght polimorphism) e indicaram a
potencialidade desses método para a distingdo entre as variedades.

A regido ITS tem sido a mais utilizada para as analises moleculares do género
Colletotrichum, porém existem preocupagdes quanto a sua utilizacdo, devido a baixa
resolucdo que o gene tem oferecido para a diferenciacdo das espécies (CAI et al., 2009).
Isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides ndo foram separados em dois
grupos distintos com a aplicacdo de algumas técnicas moleculares baseadas na regido ITS
(MEHTA; MEHTA, 2010).

Na tentativa de identificar diferencas entre C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides para desenvolver um método eficiente na deteccdo e identificacdo de C.
gossypii var. cephalosporioides em sementes e plantas de algodoeiro utilizando a técnica
PCR, Zanotta (2013) observou diferencas significativas nas sequéncias dos produtos de
amplificacdo para o gene da beta-tubulina.

Rondom (2013) verificou sequéncias das regides ITS rDNA, TUB2 e GAPDH para
testar a hipdtese de que a ramulose e antracnose do algodoeiro sdo causadas por patdgenos
distintos pertencentes ao complexo C. gloeosporioides e observaram que os isolados
analisados formaram duas linhagens filogenéticas distintas dentro do clado delimitado
recentemente C. theobromicola.

Tem-se empregado a filogenia baseada na utilizacdo de multi-gene para caracterizar

sistematicamente relacdes de espécies de Colletotrichum e para servir como uma base para 0
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diagndstico de espécies (CROUCH et al., 2006 , 2009b; FARR et al., 2006; DAMM et al.,
2009; PRIHASTUTI et al., 2009). Prihastuti et al. (2009) utilizaram seis genes: a regido ITS
do rDNA, Actina (ACT), B-tubulina (tub2), calmodulina (CAL), glutamina sintetase (GS) e
Glyceraldehyde 3-fosfato desidrogenase (GPDH) para estudar algumas espécies de
Colletotrichum intimamente relacionada (C. gloeosporioides) e concluiram que as relaces
entre as espécies podem ser bem resolvidas. Filogenias multi-genes foram também aplicadas
com sucesso para resolver as relacfes de parentesco entre as espécies de Colletotrichum com
conidios curvados de gramineas e outras plantas herbaceas (CROUCH et al., 2009b; DAMM
et al., 2009).
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Capitulo 11

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E PATOGENICA DE
ISOLADOS DE Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides E

Colletotrichum gossypii
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RESUMO

ALMEIDA, Vanessa Cavalcante de. Caracterizacdo morfoldgica e patogénica de isolados
de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e Colletotrichum gossypii. 2013. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba.
Areia: 2013.

O algodao é uma cultura de grande importancia mundial, cuja producéo € afetada por diversos
fungos fitopatdgenicos. Entre os fungos que causam danos ao algodoeiro destaca-se 0
Colletotrichum gossypii var. Cephalosporioides. Informacdes a respeito da sistematica de
espécies de Colletotrichum associadas ao algodoeiro sdo escassas. Considerando a
importancia da identificacdo de espécies de Colletotrichum associadas a cultura do
algodoeiro, o objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizacdo morfoldgica e patogénica de
isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e de C. gossypii submetidos a diferentes
temperaturas visando identificar possiveis diferencas entre as duas espécies. Foram utilizados
cinco isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e cinco isolados de C. gossypii 0s quais
foram incubados a 20, 25 e 30 °C. Foram mensurados o crescimento micelial, a esporulacéo, a
dimensdo dos conidios assim como a topografia e coloracdo das col6nias. Os dados de
caracterizacdo cultural foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de
Tukey. Os dados de patogenicidade foram analisados empregando-se o Modelo Linear
Generalizado. Os resultados revelaram que houve diferencas entre os isolados em relagéo ao
crescimento micelial e esporulacdo das duas espécies nas diferentes temperaturas, ndo tendo
sido observada variagcdo no comprimento e largura dos conidios. As temperaturas extremas, de
20 e 30 °C induziram niveis de crescimento extremo no comprimento dos conidios, mas ndo
influenciaram na largura, enquanto a 25 e 30 °C houve maior crescimento micelial. A
coloracdo das colénias foi uma caracteristica pouco varidvel dentro dos isolados estudados em
relacdo a temperatura, ja a elevacdo e a margem da coldnia variaram apenas a 30°C. C.
gossypii expressou sintomas de antracnose, enguanto sintomas de ramulose foram observados
apenas em plantas inoculadas com C. gossypii var. cephalosporioides.

Palavras — chave: Algodoeiro, Antracnose, Ramulose
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ABSTRACT

ALMEIDA, Vanessa Cavalcante de. Morfological and pathogenic characterization of
isolates of Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides and Colletotrichum gossypii.
2013. Thesis (Ph.D. in Agronomy) - Centre for Agrarian Sciences, Federal University of
Paraiba. Areia: 2013.

Upland cotton is a crop of great global importance, whose production is affected by various
pathogenic fungi. Among the fungi that cause damage to cotton stands out Colletotrichum
gossypii var. Cephalosporioides. Information about the systematics of Colletotrichum species
associated with cotton plants are scarce. Considering the importance of identification of
Colletotrichum species associated with cotton plants, the purpose of this study was to make
the morphological and pathogenic characterization of isolates of C. gossypii var.
cephalosporioides and C. gossypii under different temperatures in order to identify
differences between the two species. Five isolates of C. gossypii var. cephalosporioides and
five isolates of C. gossypii were incubated at 20, 25 and 30 °C. It were assessed the mycelial
growth, sporulation, size of conidia as well as the topography and the color of colonies. The
data of cultural characteristics were analysed through of ANOVA and the means compared by
Tukey test. The data of pathogenicity tests were analyzed by the Generalized Linear Model.
Based on the results it was observed that there were differences between the isolates in
relation to mycelial growth and sporulation of the two species at different temperature and
there was not observed variation in the length and width of conidia. Extreme temperatures of
20 to 30 °C induced extreme increase in length of the conidia, but not influence the width,
whereas at 25 and 30 °C the mycelium had more growth. The color of the colonies had little
variation between isolates in relation to temperature, but the rising and the edge of the colony
varied only at 30 °C. C. gossypii expressed anthracnose symptoms, while ramulose symptoms
were observed only in plants inoculated with C. gossypii var. cephalosporioides.

Keywords: Cotton, Anthracnose, Ramulosis.
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1. INTRODUCAO

Diante do cenario nacional da cultura, as doengas aparecem como um grande desafio a
ser enfrentado. Desde quando o algodoeiro migrou para a regido Centro-Oeste, as doencas
passaram a ter um papel preponderante no sistema de producgéo, exigindo a utilizacdo de
cultivares resistentes e 0 aumento expressivo no numero de pulverizacdes direcionadas ao seu
controle.

Dentre as principais doencas que afetam a cultura do algodoeiro, no Brasil, destaca-se
a ramulose, causada pelo fungo Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides Costa.
Este € considerado uma variante fisiolégica do patdgeno causador da antracnose do
algodoeiro (CIA; SALGADO, 2005). Foi detectado pela primeira vez no municipio de
Rancharia no Estado de S&o Paulo em 1935 (COSTA; FRAGA JR, 1937).

A doenca ocorre em quase todos os estados do pais onde se cultiva o algodoeiro e tem
atingido propor¢des quase epidémicas em algumas regides (LIMA; BATISTA; VIEIRA,
1999). O patdgeno estd presente também no Paraguai (FOLLIN; MANGANO, 1983) e na
Venezuela (MALAGUTI, 1955).

Os prejuizos ocasionados pela doenca sdo varidveis, dependendo principalmente da
cultivar plantada, podendo ser de 70%, ou mais, quando a incidéncia € severa (SILVEIRA,
1965). No manejo da ramulose, tem sido recomendada a utilizagdo de sementes livres do
patégeno ou o tratamento de sementes, a rotacdo de culturas, o uso de cultivares resistentes e
o0 controle quimico da parte aérea (SUASSUNA; COUTINHO, 2007).

Um dos aspectos importantes que representa um entrave no controle da ramulose é a
dificuldade de identificacdo do agente causal. A taxonomia de Colletotrichum é ambigua,
portanto, uma identificacdo estavel tem sido uma preocupacéo constante para estudos com a
especie.

A espécie C. gossypii é o nome dado ao agente causal da antracnose do algodoeiro.
Uma forma virulenta da espécie causa a ramulose, encontrada s6 na América Latina.
Considera-se que a ramulose € causada por um patdgeno distinto C.gossypii var.
cephalosporioides, mas, nenhuma descricdo autorizada da morfologia deste patdgeno tem
sido reportada, e, seu micélio, conidio e apressério sdo geralmente similares aos de C.

gloeosporioides. Varios autores ja enfatizaram que ndo existem diferencas morfoldgicas entre
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C. gossypii e C. gloeosporioides (BAILEY et al., 1996). Assim, a determinagdo precisa da
etiologia de tais doencas é essencial para a compreensao da epidemiologia das mesmas e para
definicdo de estratégias de controle.

Levanta-se a hipotese de que os sintomas de ramulose sejam efeito da acdo do
patdgeno quando este atinge o meristema da planta, enquanto os possiveis sintomas de
antracnose seriam causados pela acdo do patégeno quando este ndo atingisse os tecidos
meristematicos durante o processo de infecgdo, alcancando apenas folhas maduras e frutos.

Considerando a importancia da identificacao de espécies de Colletotrichum associadas
a cultura do algodoeiro, bem como a escassez de informacges a respeito da sistematica das
espécies, 0 objetivo desse trabalho foi realizar a caracterizacdo morfologica e patogénica de
cinco isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e cinco isolados de C. gossypii visando

identificar possiveis diferencas entre as duas espécies.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo e preservacao dos isolados

O experimento foi conduzido no laboratério de fitopatologia da Embrapa algodao-
CNPA em Campina Grande-PB. Foram utilizados dez isolados, sendo cinco de C. gossypii
(95, 109, 457-1, 457-2, CNPA 37) e os demais de C. gossypii var. cephalosporioides (CNPA
50, CNPA 67, CNPA 74, CNPA 86, CNPA 105), dos quais seis pertencem a colecdo de
isolados do Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Algodéo e quatro isolados doados pelo
Instituto Agrondmico do Parana foram usados para a condugdo dos experimentos. Tais
isolados foram coletados em diferentes regides produtoras de algoddo do Brasil e
encontravam-se armazenados em Castellani. Para garantir a patogenicidade dos isolados, estes
foram usados para a inoculacdo em plantas de algodoeiro da cultivar BRS Cedro,
reconhecidamente suscetivel a ramulose.

De cada isolado foram obtidas culturas monosporicas. Para isso, foi preparada uma
suspensdo de esporos, de modo a conter 1 a 10 esporos por campo microscépico, quando
examinada sobre lamina em pequeno aumento (10x). Foi vertido 1mL da suspensdo sobre a
superficie de meio de cultura solido AA (Agar-Agua) contido em placas de Petri e espalhado
uniformemente com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, até cobrir inteiramente a superficie do
meio. As placas com os esporos foram mantidas em temperatura ambiente, durante 24 horas.
Foram retirados pequenos fragmentos do meio contendo um esporo germinando, e
transferidos para meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), obtendo-se dessa forma as

coldnias monosporicas, as quais foram posteriormente repicadas para se proceder aos testes.

2.2 Caracterizacdo morfologica e cultural de isolados de C. gossypii e C. gossypii

var. cephalosporioides.

Foram utilizados cinco isolados monosporicos de C. gossypii var. cephalosporioides e

cinco isolados de C. gossypii. Para avaliar a taxa de crescimento micelial e a caracteristica
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morfolégica da colbnia de cada isolado, discos de coldnia fangica de 8 mm de diametro foram
extraidos das margens das coldnias, crescidas a 25 °C sob luz constante por sete dias em
placas de Petri de 9 cm de diametro. Estes discos foram transferidos para o centro de novas
placas de mesmo diametro contendo meio de cultura BDA. Para cada isolado utilizaram-se
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de Petri. As placas
contendo os discos de 8 mm foram incubadas a 20, 25 e 30 °C + 2 com fotoperiodo de 12
horas durante 14 dias.

Durante sete dias, foram feitas leituras diarias de dois didmetros ortogonais das colonias
e as medias obtidas serviram para o célculo do didametro da col6nia. Os valores médios do
crescimento micelial foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de
Tukey ao nivel de probabilidade de 5%.

Sete dias ap0s a incubacéo, foi observado visualmente o aspecto morfoldgico de cada
col6nia. Para isso, levou-se em consideracdo a topografia e a coloracdo da coldnia conforme
recomendado (CROUS et al., 2009).

Aos 14 dias de incubacdo, foram obtidas suspensdes de conidios. Para isso, 0s conidios
foram removidos de cada placa com uso de 10 mL de &gua destilada com o auxilio de uma
alca de Drigalski, sendo posteriormente filtrados em gaze. Com a suspensao de conidios, foi
realizada a quantificacdo dos esporos sob microscépio éptico utilizando-se uma Camara de
Neubauer. Foram confeccionadas laminas semi-permanentes para observacdo dos isolados
guanto a forma e tamanho dos conidios, em microscopio 6ptico. As laminas de cada isolado
foram avaliadas, sendo caracterizados a largura e o comprimento médio de 25 conidios por
isolado. Foram avaliados cinco isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e cinco
isolados de C. gossypii, em ensaio inteiramente casualizado com cinco repetigdes, sendo cada

repeticdo constituida de uma placa de Petri.

2.3 Caracterizacdo patogénica dos isolados de C. gossypii e C. gossypii  var.

cephalosporioides

Sementes de algodoeiro da cultivar BRS Cedro, cultivar reconhecidamente suscetivel a
ramulose, foram plantadas em vasos plasticos com capacidade para 5 L, contendo um

substrato de terra vegetal, adubado conforme as recomendag0es para a cultura do algodoeiro.
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Os vasos foram acondicionados em casa de vegetacao e apresentavam duas plantas/vaso. A
inoculacdo foi realizada aos 35 dias apds a emergéncia (DAE).

Para o preparo das suspensdes foram colocados 10 mL de agua destilada em cada placa
de Petri contendo os isolados das duas espécies e, com a ajuda de uma al¢a de Drigalski, 0s
conidios foram desprendidos da massa micelial. As suspensfes foram filtradas para um
Becker utilizando-se duas gazes cirargicas sobrepostas. O inoculo foi quantificado sob
microscopio optico com o auxilio de uma Camara de Neubauer., ajustando-se a concentracao
para 10° confdios/mL.

A inoculacéo foi realizada por meio da pulverizagdo da suspensdo de esporos sobre as
folhas das plantulas em duas situacdes distintas: 1) inocula¢do apenas no meristema apical
onde para isso, as folhas adultas das plantas foram isoladas; 2) inocula¢do em folhas no
estadio V4 (MARUR; RUANO, 2001) e, nesse caso, 0s meristemas apicais foram isolados.

Foi avaliada a patogenicidade dos isolados considerando-se a capacidade dos mesmos
de causar ou ndo sintomas de ramulose. O ensaio foi inteiramente casualizado com cinco
repeticdes de quatro plantas cada, com uma parcela de duas plantas/vaso. Os dados obtidos
foram analisados aplicando-se 0 modelo linear generalizado por meio do procedimento
GEMOD do software SAS® (SAS Institute).

43



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis diametro da colbénia (DC) e esporulacdo (ESP) houve interacdo
significativa entre isolados e temperatura. Isto significa que o crescimento micelial e a
esporulacdo ocorreram na dependéncia dos isolados e da temperatura. Ndo houve interagéo
significativa entre isolados e temperatura para as variaveis comprimento e largura dos

conidios, denotando que estas ndo foram dependentes desta interacdo (Tabela 1).

Tabela 1. Quadro de analise de variancia para as variaveis diametro da coldnia (cm),
esporulacdo, comprimento e largura (1 m) dos conidios de Colletotrichum gossypii

e C. gossypii var. cephalosporioides

Quadrados Médios

F.V. GL Diam. Colonia  Esporulagdo ~ Comprimento Largura
ISO (1) 9 1,9334** 36239** 0,3479** 0,0295**
Temp (T) 2 22,677** 56566** 0,4363* 0,0113*
IxT 18 1,1996** 34651** 0,0715M° 0,0068"°

ERRO 72 0,1174 36971 0,1140 0,0073

CV% 7,4603 49,638 28,157 27,984

NS, ** e * respectivamente, ndo significativo, significativo a p < 0,01 e p <0,05.

Os isolados apresentaram desenvolvimento semelhante para a variavel comprimento do
conidio, exceto o isolado 457-1 que apresentou menor comprimento diferindo estatisticamente
apenas dos isolados CNPA 37, 67, 86 e 105. Para a variavel largura dos conidios, o isolado
CNPA 37 apresentou largura significativamente superior aos isolados 457-1, CNPA 50 e 74,
ndo diferindo estatisticamente dos isolados 95, 109, 437-2, CNPA 67, 86 e 105 (Tabela 2).

Quanto a variavel temperatura observou-se niveis de crescimento semelhantes,
verificando-se diferenca estatistica para as temperaturas mais elevadas com reducdo no
comprimento dos conidios. Constatou-se, ainda, que ndo ocorreu influéncia das temperaturas
estudadas na largura dos conidios (Tabela 2). Carvalho e Carvalho (1973) estudando o efeito
da temperatura de incubagdo sobre o crescimento vegetativo, esporulacdo e morfologia de
C.gossypii var. cephalosporioides verificou que os conidios produzidos em temperaturas

extremas de 12 e 33 °C mostraram-se ligeiramente mais curtos que os demais.
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Tabela 2. Valores médios de Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides

mensuradas por meio do comprimento e largura sob trés diferentes temperaturas

Fatores Variaveis (um)
Comprimento Largura
Isolado
95 1,195 ab 0,310 ab
109 1,209 ab 0,313 ab
457-1 0,826 b 0,190 ¢
457-2 1,180 ab 0,286 cab
CNPA 37 1,308 a 0,377 a
CNPA 50 1,140 ab 0,276 cb
CNPA 67 1,305a 0,306 ab
CNPA 74 1,094 ab 0,260 cb
CNPA 86 1,377 a 0,323 ab
CNPA105 1,354 a 0,310 ab
Temperatura
20°C 1,283 a 0,306 a
25°C 1,217 ab 0,302 a
30°C 1,096 b 0,278 a

Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Com base no desdobramento da interacdo significativa entre isolados e temperaturas
para as varidveis diametros da colénia e esporulacdo, observou-se que houve diferenca
significativa de crescimento dos isolados entre as temperaturas, sendo que as mais elevadas de
25 e 30 °C induziram maior crescimento micelial. Em relacdo a esta variavel, os isolados de
C. gossypii apresentaram 0 mesmo comportamento dos demais isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides. O isolado CNPA 37 de C. gossypii apresentou menor crescimento micelial
nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C diferindo estatisticamente dos demais isolados, com
excecao apenas do isolado CNPA 67 que a 30 °C apresentou mesmo comportamento (Tabela
3).
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Tabela 3. Efeito de diferentes temperaturas sobre o crescimento micelial (mm) de cinco
isolados de Colletotrichum gossypii e cinco de C. gossypii var. cephalosporioides

solado Temperatura
20 °C 25°C 30°C

95 4,410 aB 4,958 bdacA 5,132 chA
109 3,938 bacB 4,843 bdacA 5,215 chA
457-1 3,730 bcB 4,667 bdcA 4,612 cA
457-2 3,270 cC 4,482 dcB 6,630 aA
CNPA 37 2,604 dB 4,333 dA 4,326 dA
CNPA 50 4,284 baB 5,264 baA 4,819 chA
CNPA 67 3,512 cB 4,755 bdacA 4,710 dA
CNPA 74 4,294 baB 5,206 baA 4,901 cbhA
CNPA 86 3,807 bacB 5,173 bacA 4,902 chA
CNPA105 4,398 baB 5,414 aA 5,423 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na horizontal e mintsculas na vertical, ndo diferem
estatisticamente entre si Tukey (p<0,05)

Para a maioria das espécies de Colletotrichum a temperatura ideal para o crescimento
vegetativo esta entre a faixa de 25 °C a 30 °C (SUTTON, 1992). Maia et al., (2011)
analisando a influéncia da temperatura no desenvolvimento das colonias de trés isolados de
Colletotrichum spp. obtidos de diferentes 6rgdos da mangueira (Mangifera indica)
observaram que os trés isolados apresentaram melhor crescimento micelial na faixa de
temperatura de 20 a 25 °C. Tozze Junior, Mello e Massola-Junior (2006), verificaram ao
analisar o crescimento de coldnias de isolados de C gloeosporioides obtidos de solanaceas,
que o melhor desenvolvimento das colonias deu-se na faixa de temperatura entre 25 °C e
28°C. Mello, Machado e Bedendo (2004), estudando o desenvolvimento de C.
gloeosporioides isolado de pimentdo (Capsicum annuum) em diferentes temperaturas
observaram que as temperaturas mais amenas (20 e 25 °C) sd@o mais adequadas para este
género. Feitosa et al., (1977) determinaram, por meio de equacdo do segundo grau, a
temperatura de 28 °C como o ponto de maximo crescimento para isolados de Colletotrichum
spp. provenientes do cafeeiro (Coffea arabica). Os autores observaram o incremento no
crescimento com a elevacdo da temperatura até 28 °C, e a temperatura 6tima de crescimento

também dependeu do isolado, ocorrendo entre 25 °C e 30 °C.
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Em relagdo a variavel esporulagdo, observou-se que os isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides em geral, esporularam menos que os isolados de C. gossypii, verificando-
se na temperatura de 20 °C maiores indices de esporulacdo para os isolados CNPA 37 e 105.
Na temperatura de 25 °C, constatou-se nivel de esporulagéo significativamente superior para
o0 isolado 95 quando comparado com as demais temperaturas e isolados (Tabela 4).

Considerando-se a esporulacdo de cada isolado nas diferentes temperaturas, os isolados
CNPA 37 de C. gossypii e CNPA 105 de C. gossypii var. cephalosporioides se comportaram
significativamente diferente nas trés temperaturas avaliadas, diminuindo o nivel de
esporulacdo com o aumento da temperatura. Com relagdo ao efeito da temperatura na
esporulacdo existem estudos considerando que a doenca provocada por Colletotrichum spp. é
prejudicial sob condigdes de temperatura mais amenas (KING et al., 1997; KUROZAWA,
PAVAN, 1997).

Tabela 4. Efeito de diferentes temperaturas sobre a esporulacdo de cinco isolados de

Colletotrichum gossypii e cinco de C. gossypii var. cephalosporioides

Temperatura
Isolado
20 °C 25°C 30°C
95 14503 aB 18620 aA 12783 aB
109 6011,5 bA 2520,8 cdB 4493,3 chBA
457-1 977,00 cA 726,00 dA 813,00 cdA
457-2 1206,6 cB 3996,6 chdBA 5052,2 bA
CNPA 37 13000 aA 5267,2 chB 1897,0 chdC
CNPA 50 114,00 cA 535,00 dA 53,000 dA
CNPA 67 278,2 cA 127,40 dA 22,000 dA
CNPA 74 413,8 cA 80,260 dA 19,500 dA
CNPA 86 364,4 cA 394,80 dA 919,00 cdA
CNPA105 13080 aA 7687,5 bB 3115,0 chdC

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical, ndo diferem
estatisticamente entre si Tukey (p<0,05)

Para fungos do género Colletotrichum a temperatura 6tima para esporulacéo e
germinacdo de conidios pode variar muito. Goos e Tschirsch (1962) citaram a faixa de 27-30

°C de C. musae, enquanto Cox e Irwin (1988) de 26-28 °C. Entretanto, para outras espécies de
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Colletotrichum, a faixa 6tima pode variar de 20-30 °C, como é o caso do crescimento de C.
gloeosporioides do maracujazeiro (Passiflora edulis), de C. coccodes sendo 16 °C a melhor
temperatura para esporulacdo de C. lagenarium (COUTO; MENEZES, 2004).

A temperatura também esta relacionada com a transmissibilidade de C. gossypii var.
cephalosporioides em culturas de algodoeiro como comprovado por Aradujo et al., (2005), os
quais obtiveram incidéncia e severidade da doenca maiores com o0 aumento da temperatura
(25 e 30 °C). Monteiro, Sentelhas e Chiavegato (2007), estudando o efeito da temperatura na
ocorréncia de infeccdo do fungo causador da ramulose do algodoeiro verificaram que a
maxima severidade da doenca ocorreu na faixa de 20 a 30 °C, diminuindo em temperaturas
mais quentes ou mais frias que esse intervalo. Segundo o mesmo autor, essa faixa
relativamente ampla de temperatura favoravel ao desenvolvimento da ramulose justifica a
importancia de selecionar genotipos resistentes a esta doenca, uma vez que essa faixa de
temperatura ocorre frequentemente em todas as areas produtoras de algodoeiro no Brasil,
tornando a cultura vulneréavel as epidemias em cultivares suscetiveis quando na presenca de
inculo.

A coloracdo das coldnias foi uma caracteristica pouco variavel dentro dos isolados
estudados de acordo com a temperatura. Os isolados 95, 109, 437-1 de C. gossypii, e CNPA
67, 74, 86 e 105 de C. gossypii var. cephalosporioides apresentaram coloracdo semelhante em
todas as temperaturas. O isolado de C. gossypii, CNPA 37, apresentou coloragdo cinza com
tons rosados, sendo essa coloracdo diferente na temperatura de 30 °C. O isolado CNPA 50
comportou-se de forma diferente na temperatura de 25 °C (Tabela 5). As colbnias
apresentaram mudancas de tonalidades dentro desses isolados, principalmente quando da
replicacdo do mesmo (Figura 1). Vale salientar que as cores das col6nias variaram dentro das
tonalidades de cores descritas para o género Colletotrichum de acordo com Sutton (1992).
Variagdes de coloracdo de isolados de Colletotrichum spp. ja foram confirmadas por Maia et
al. (2011) e Varzea (1995), ratificando que diferencas na coloracdo de isolados de
Colletotrichum spp. € uma caracteristica muito variavel.

Quanto a topografia da coldnia as caracteristicas de elevacdo e margem da col6nia

apresentaram variacdo apenas a 30 °C (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas culturais de dez isolados de Colletotrichum gossypii e C. gossypii

var. cephalosporioides

Isolado Coloracdo da colonia  Elevacgdo da colénia  Margem da col6nia Setores
20 °C
95 Rosada Plana Inteira +
109 Cinza Plana Inteira -
457-1 Cinza claro Plana Inteira -
457-2 Cinza claro Plana Inteira -
CNPA 37 Rosada/cinza Plana Inteira -
CNPA 50 Cinza/bordas claras Levantada Inteira -
CNPA 67 Cinza claro Levantada Inteira -
CNPA 74 Cinza Levantada Inteira -
CNPA 86 Cinza claro Plana Inteira -
CNPA105 Cinza claro Plana Inteira -
25°C
95 Rosada Plana Inteira +
109 Cinza Plana Inteira -
457-1 Cinza claro Plana Inteira -
457-2 Rosada/cinza Plana Inteira -
CNPA 37 Rosada/cinza Plana Inteira +
CNPA 50 Cinza Levantada Inteira -
CNPA 67 Cinza claro Levantada Inteira -
CNPA 74 Cinza Levantada Lobada -
CNPA 86 Cinza claro Levantada Inteira -
CNPA105 Cinza claro Levantada Inteira +
30°C
95 Rosada/cinza Plana Ondulada +
109 Cinza Plana Inteira -
457-1 Cinza claro Plana Inteira -
457-2 Rosada/cinza Plana Ondulada -
CNPA 37 Cinza claro Plana Inteira +
CNPA 50 Cinza/bordas claras Levantada Lobada +
CNPA 67 Cinza claro Umbonada Lobada -
CNPA 74 Cinza Levantada Lobada -
CNPA 86 Cinza claro Plano Lobada -

CNPA105 Cinza claro Levantada Inteira -




Figura 1. Placa dos isolados de Colletotrichum

Nota: A) Isolado CNPA 74, 20 °C; B) Isolado 95, 20 °C; C) Isolado CNPA 37, 20
°C; D) Isolado CNPA 74, 25 °C; E) Isolado 95, 25 °C; F) Isolado CNPA 37,
25 °C; G) Isolado CNPA 74, 30 °C; H) Isolado 95, 30 °C; I) Isolado CNPA
37,30 °C.

As plantas da variedade BRS Cedro, reconhecidamente suscetivel a ramulose,
submetidas a inoculacdo na regido do meristema e nas folhas em estadio V4 (MARUR;
RUANO, 2001) apresentaram reacOes diferentes em relacdo a espécie em estudo inoculada.
Quando as plantas foram inoculadas com suspensdo de C. gossypii na regido meristematica,
ndo expressaram sintomas de necrose foliar ou de superbrotamento. Por outro lado, sintomas
de antracnose foram identificados nas folhas em estadio de desenvolvimento V4 quando o
patdgeno foi inoculado nas mesmas neste estadio (Tabela 6).

Foram observados sintomas de ramulose, sobretudo necrose foliar com sintoma de

mancha estrelada, tipico das fases iniciais da doenga, bem como quebra de dominéncia apical,
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em plantas inoculadas no meristema por uma suspensdo utilizando os isolados considerados
como sendo de C. gossypii var. cephalosporioides, ao passo que quando a mesma suspenséo

foi inoculada em folhas no estadio V4 ndo foram identificados sintomas da doenca.

Tabela 6. Reacdo das plantas de algodoeiro da variedade BRS Cedro inoculadas com

Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides

Isolado Sintomas nas folhas Sintomas nos meristemas
95 Presente Ausente
109 Presente Ausente
457-1 Presente Ausente
457-2 Presente Ausente
CNPA 37 Presente Ausente
CNPA 50 Ausente Presente
CNPA 67 Ausente Presente
CNPA 74 Ausente Presente
CNPA 86 Ausente Presente
CNPA105 Ausente Presente

De um modo geral espécies de Colletotrichum tém sido identificadas e separadas de
acordo com suas caracteristicas morfoldgicas. Entre as principais caracteristicas utilizadas
pelos taxonomistas destacam-se a morfologia dos conidios, considerando-se tamanho e forma
e morfologia dos apressorios; presenca ou auséncia de setas; formacdo de esclerddios,
acérvulos e estagio teleomorfo; coloracdo e textura da colénia; producdo de pigmentos e taxa
de crescimento (HYDE et al., 2009). Sendo assim, tradicionalmente, espécies de
Colletotrichum sdo diferenciadas com base em caracteres morfoldgicos e  culturais.
Entretanto, este critério isoladamente nem sempre é adequado para oferecer uma
diferenciacédo realista entre as especies deste género devido ao fato de que a morfologia e o
fenotipo entre as espécies pode sofrer alteragdes decorrentes de fatores do ambiente (HYDE et
al.,, 2009). Um fator que exerce grande influéncia no desenvolvimento de género
Colletotrichum é a temperatura sendo uma das principais varidveis climaticas responsaveis

pela infeccédo e colonizagao por esse patogeno (DIAS et al., 2005).
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No que se refere especificamente a C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides
Tanaka e Manten (1992) estudaram o habito de crescimento de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides visando sua diferenciacdo em testes de sanidade de sementes, dada a
necessidade de identificar este Gltimo, tendo em vista a sua importancia epidemiolégica. Os
autores observaram que nas sementes com C. gossypii 0 micélio exibe uma coloragdo mais
rosada em decorréncia da grande massa de conidios que se forma devida & abundante
esporulacdo. O micélio geralmente ndo estd presente ou € escasso. As estruturas se
desenvolvem rente ao tegumento e 0 micélio € mais compacto. No caso de C. gossypii var.
cephalosporioides o micélio aéreo € mais abundante e apresenta aspecto menos compacto.
Neste trabalho, embora os isolados 86 e 105 de C. gossypii var. cephalosporioides tenham
apresentado coldnias planas sob a temperatura de 20 °C, os isolados de C. gossypii
apresentaram essa caracteristica quando submetido a crescimento nas trés temperaturas
estudadas.

Sem levar em consideragdo as controvérsias existentes em relacdo a taxonomia deste
C. gossypii, aventou-se a possibilidade de que os sintomas de ramulose fossem causados,
guando o indculo entra em contato ocasionalmente com o meristema da planta, enquanto os
sintomas de antracnose seriam expressos quando o indculo ndo atingindo o meristema, entra
em contato com folhas em estadio vegetativo variando entre V4 e V5 de acordo com a escala
de Marur e Ruano (2001). Observou-se neste estudo que C. gossypii ndo causa sintomas
caracteristicos de ramulose quando em contato com o meristema. Os resultados obtidos neste
trabalho concordam com aqueles ja verificados por Costa (1941) e Tanaka e Menten (1992)
0s quais consideram que a ramulose é de fato causada por uma variante de C. gossypii cujos
sintomas induzidos as plantas de algodoeiro e as caracteristicas de crescimento diferem

daqueles observados nesta espécie.

52



4, CONCLUSOES

1. Houve diferencas entre os isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides
para o crescimento micelial e esporulacdo em relacdo a temperatura, o mesmo nao foi

observado para as varidveis comprimento e largura dos conidios.

2. Os conidios apresentaram maior dimensdo tanto em largura quanto em comprimento na
temperatura de 20 °C, enquanto as temperaturas de 25 e 30 °C induziram maior crescimento

micelial.

3. A coloracdo das coldnias foi uma caracteristica pouco variavel dentro dos isolados
estudados de acordo com a temperatura, ja as caracteristicas de elevacdo e margem da colbnia
apresentaram variacdo apenas a 30 °C.

4. As plantas da variedade BRS Cedro, reconhecidamente suscetivel & ramulose, apresentam
reacOes diferentes em relacdo a espécie em estudo inoculada: C. gossypii expressou sintomas
de antracnose, enquanto sintomas de ramulose foram observados em plantas inoculadas com

C. gossypii var. cephalosporioides.
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Capitulo 111

MARCADORES MOLECURARES PARA DIFERENCIACAO DE

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides E Colletotrichum gossypii
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RESUMO

ALMEIDA, Vanessa Cavalcante de. Marcadores Moleculares para diferenciagdo de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e Colletotrichum gossypii. 2013. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba.
Areia: 2013.

A identificacdo tradicional de Colletotrichum spp. € realizada usando, principalmente,
critérios morfoldgicos. Atualmente, além das técnicas morfoldgicas tradicionais, espécies de
Colletotrichum tém sido identificadas usando ferramentas de diagnostico molecular. Varios
tipos de marcadores moleculares tém sido empregados para analise de identificacdo e
variabilidade de fungos. O objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de marcadores
moleculares para diferenciagdo de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides. Foram
analisados o DNA de cinco isolados de C. gossypii e cinco de C. gossypii var.
cephalosporioides com os marcadores moleculares ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP e Box-
PCR. A combinacdo dos cinco marcadores analisados amplificou 54 locos, dos quais 48%
foram polimorficos. O marcador mais informativo foi o ERIC-PCR. Os padrdes de bandas de
DNA foram empregados para calculo dos valores de similaridade genética, os quais
mostraram similaridade minima de 55% e maxima de 100%. O dendograma apresentou dois
grupos distintos, um grupo incluindo todos os isolados caracterizados como C. gossypii e 0
outro com agrupamento dos isolados de C. gossypii var. cephalosporioides indicando que as
técnicas moleculares baseadas na combinacdo dos marcadores ERIC-PCR, ISSR, IRAP,
REMAP e Box-PCR foram eficientes para diferenciar C. gossypii de C. gossypii var.
cephalosporioides.

Palavras — chave: Ramulose, Antracnose, Marcadores de DNA
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ABSTRACT

ALMEIDA. Vanessa Cavalcante de. Molecular markers for the differentiation of
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e Colletotrichum gossypii. Thesis (Ph.D. in
Agronomy) - Centre for Agrarian Sciences, Federal University of Paraiba. Areia: 2013.

The traditional identification of Colletotrichum spp. is performed using mainly morphological
criteria. Currently, in addition to traditional morphological techniques, Colletotrichum species
have been identified using molecular diagnostic tools. Several types of molecular markers
have been used for variability analysis and identification of fungi. The aim of this study was
to evaluate the use of molecular markers for differentiation of C. gossypii and C. gossypii var.
cephalosporioides. Were analyzed DNA of five isolates of C. gossypii and five of C. gossypii
var. cephalosporioides with molecular markers ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP and Box-
PCR. The combination of the five markers amplified 54 loci, of which 48% were
polymorphic. The most informative marker was ERIC-PCR. The patterns of DNA bands were
used to calculate the values of genetic similarity, which showed minimal similarity of 55%
and a maximum of 100%. The dendrogram showed two distinct groups, one including all
isolates characterized as C. gossypii and the other group of isolates of C. gossypii var.
cephalosporioides indicating that molecular techniques based on the combination of markers
ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP and Box-PCR were efficient to differentiate C. gossypii of
C. gossypii var. cephalosporioides.

Keywords: Ramulosis, Anthracnose, DNA markers
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1. INTRODUCAO

O género Colletotrichum inclui varias especies fitopatogénicas (BAILEY e JEGER,
1992) responsaveis por enormes perdas econdmicas. Colletotrichum gossypii é o causador da
antracnose e ataca o sistema radicular das plantulas e magas, porém normalmente ndo causa
danos econémicos para a cultura. C. gossypii var. cephalosporioides é responsavel pela
ramulose e ataca toda a parte aérea da planta, provocando severos danos no rendimento do
algoddo (MEHTA; MEHTA, 2010).

A identificacdo de Colletotrichum spp. é realizada usando, principalmente, critérios
morfologicos. Além das técnicas morfologicas, espécies de Colletotrichum tém sido
identificadas usando ferramentas de diagnéstico molecular (HYDE et al., 2009). Devido a
elevada plasticidade das caracteristicas morfologicas que sdo influenciadas por variagdes
ambientais e a existéncia de formas morfoldgicas intermediarias, estes critérios podem ser
inadequados para diferenciar espécies de Colletotrichum (PHOTITA et al . 2005). As técnicas
moleculares oferecem alternativa aos métodos de identificacdo taxondmica e demais estudos
envolvendo fitopatdgenos (ABANG et al., 2003; BORMAN et al., 2008).

A diferenciacdo de C. gossypii var. cephalosporioides de C. gossypii que se
desenvolvem sobre as sementes de algodoeiro, é muito dificil quando se utilizam métodos
rotineiros de patologia de sementes como incubacdo em papel de filtro, plaqueamento em agar
e outros, comprometendo a confiabilidade dos métodos usuais disponiveis (ZANOTTA,
2013).

Com os avancos na area de biologia molecular, vém sendo desenvolvidas pesquisas
com o objetivo de estudar a taxonomia, a variabilidade genética e a identificacdo de fungos
fitopatogénicos, empregando-se técnicas baseadas em marcadores moleculares.

Existem vérios tipos de marcadores moleculares e dentre esses, 0s baseados na reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat
Amplification), ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus). Além destes,
varios marcadores moleculares baseados em elementos trasnponiveis tem sido empregado
com éxito para 0 monitoramento de populacGes de patogenos. Em fungos, os marcadores que

utilizam sequéncias de retrotransposons mais utilizados sdo IRAP (inter-retrotransposon
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amplified polymorphism) e o REMAP (retrotransposon-microsatellite
polymorphism) (SANTOS et al., 2011).
O objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de marcadores moleculares para

diferenciacédo de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides.

amplified
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo dos isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides

Foram analisados 10 isolados, sendo cinco pertencentes a espécie C. gossypii (95, 109,
457-1, 457-2, CNPA 37) e cinco da espécie C. gossypii var. cephalosporioides (CNPA 50,
CNPA 67, CNPA 74, CNPA 86, CNPA 105). De cada isolado foram obtidas culturas
monosporicas preparando-se uma suspensdo de esporos, de modo a conter 1 a 10 esporos por
campo microscopico, quando examinada sobre lamina em pequeno aumento (10x). Foi
vertido 1mL da suspensdo sobre a superficie de meio de cultura solido AA (Agar-Agua)
contido em placas de Petri e espalhado uniformemente com o auxilio de uma alca de
Drigalski, até cobrir inteiramente a superficie do meio. As placas com os esporos foram
mantidas em temperatura de 25 a 28 °C, durante 24 horas. Foram retirados pequenos
fragmentos do meio contendo um esporo germinando, e transferidos para meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar (BDA). Tais isolados foram incubados em meio BDA a 25 °C sob luz
constante por 14 dias, em placas de Petri de 9 cm de didmetro.

2.2 Extracdo de DNA

Culturas flngicas incubadas em BDA (Batata-Dextrose-Agar) por 14 dias foram
raspadas a partir da superficie de Agar para a extracdo do DNA gendmico, utilizando-se o
método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990), com modificacBes propostas por Barroso et
al. (2006). Os fragmentos de micélio foram colocados em tubos de 2 mL acrescidos de 600
M L de tampdo de extragéo (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 0,2 M EDTA; 0,1 M Tris HCI pH 8,0;
2,0% PVP e 0,2% de B-mercaptoetanol) dentro dos quais foi adicionada uma esfera de aco
inoxidavel para maceragdo das amostras. Os tubos foram incubados em banho-maria por 30
minutos a 65 °C, sendo agitados a cada 5 minutos. Retirados do banho-maria, os microtubulos
foram deixados esfriar até atingirem a temperatura ambiente. Em capela de exaustdo, foram
adicionados 600 p L de cloroformio-alcool isoamilico na proporgdo de 24:1 (v/v). Por

inversdo, os tubos foram agitados até a obtencdo de uma emulsdo homogénea.
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Os tubos foram centrifugados a 11700 g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, em 600 p L de isopropanol frio (-20 °C) foram adicionados. Por inversao,
o material foi misturado para que ocorresse a precipitacdo do acido nucléico. Os tubos foram
incubados por 30 minutos a -20 °C e centrifigados a 11700 g por 10 minutos a 4 °C. O pellet
coletado foi lavado duas vezes com 500 p L de etanol 70% gelado, e 300 p L de etanol
absoluto também gelado, e deixado secar por 10 a 30 minutos a temperatura ambiente. O
DNA foi ressuspenso em 100 pL de tampdo T.E. (100 mM Tris; 1 mM EDTA).

A quantificacdo do DNA purificado foi realizada utilizando aliquotas de cada gendtipo
de cada isolado, que foram comparadas com uma série de concentracdes conhecidas de DNA
do fago Lambda (1) (50 a 300 ng), através da intensidade fluorescéncia observadas em gel de
agarose 0,8% (p/v) submetidos a eletroforese. O gel foi visualizado em transiluminador sob
luz UV, ap6s a coloragdo com Syber Green. O DNA foi diluido em agua milliq para

concentracdo de 10 ng/u L, para utilizacdo nas reacdes de amplificacéo.

2.3 Condicdes de Amplificacdo
As reacoes de amplificacdo foram realizadas com os marcadores ERIC-PCR (ERIC1R
e ERIC2), ISSR (UBC 885), IRAP (CLIRAP4), REMAP (CLIRAP4 e UBC 811) e Box-PCR

(BOX1R) utilizando como iniciadores os oligonucleotideos descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas analises com marcadores moleculares

Oligonucleotideo Sequéncia
ERIC1R 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’
ERIC2 5’>-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’
UBC 885 5-BHB GAG AGA GAG AGA GA-3’
CLIRAP4 5’- CTTTTGACGAGGCCATGC- 3’
UBC 811 5’>-CTTTTGACGAGGCCATGC-3’
BOX 1R 5-CTCCGGCAAGGCGACGCTGAC -3’
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Para a analise molecular com o marcador ERIC-PCR as reagdes foram realizadas com:
1X de tampédo (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.4, 1% de Triton X-100), 2 mM de
cloreto de magnesio, 0,2 mM de cada dNTP, 50 ng de DNA, 0,5 mM de cada primer e 1 U da
Tag. polimerase. As reacfes de PCR foram realizadas com os seguintes ciclos. Desnaturacao
inicial 94°C por 2 minutos, 35 ciclos com desnaturacdo de 94 °C por 1 min, anelamento 45,5
°C por 1,5 min. Sintese 72 por °C 2 min. Sintese final: 72°C, por 8 minutos.

Para o marcador ISSR utilizou-se 1X tampdo (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH
8.4, 1% de Triton X-100), 2 mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de cada dNTP, 50 ng de
DNA, 0,5 mM de cada primer e 1 U da Taqg. polimerase. As condi¢des de amplificacdo foram:
3 min a 94 °C para desnaturacdo inicial, seguindo-se os 40 ciclos, cada um consistiu de 94 °C
por 30 s, 46 °C por 2 min, 72 °C por 2 min, e uma extensao final a 72 °C por 7 min.

Com os marcadores IRAP e REMAP as reacGes foram realizadas contendo 50 ng de
DNA, tampéo 1X (20 mM Tris-HCI pH 8,55, 16 mM (NH4)2S04, e 0,01% Tween 20), 2 mM
MgCI2, 0,5 uM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, e 1,5 U de TAq DNA Polimerase. As
condigOes de amplificagdo foram: 1 ciclo a 94 °C por 2 min; 40 ciclos de 94 °C por 30 s; de
50 °C por 30's; e 72 °C por 2 min e uma extenséo final de 72 °C por 10 min.

Para Box-PCR as reacdes foram realizadas contendo 1X de tampé&o (500 mM KCI, 100
mM Tris-HCI pH 8.4, 1% de Triton X-100), 3 mM de cloreto de magnésio, 0,25 mM de cada
dNTP, 50 ng de DNA , 2 mM de cada primer e 1U da Taqg. polimerase. As reacdes de PCR
foram realizadas com os seguintes ciclos: Desnaturacdo inicial de 94 °C por 5 minutos, 35
ciclos com desnaturacdo de 94 °C 1 min, anelamento 50 °C por 1,5 min. Sintese 68 °C, por 8
min. Sintese final 68 °C por 8 minutos.

Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio e visualizados no transluminador (Loccus Biotecnologia, BRA).

2.4 Analise dos Dados

Os diferentes padrdes de amplicons entre os isolados foram avaliados visualmente. As
bandas para cada iniciador utilizados na amplificacdo seletiva foram identificadas com o
namero um (presenga) e zero (auséncia). As estimativas de similaridade genética entre os
isolados foram efetuadas pelo coeficiente de Jacard usando o programa NTSYS — PC 2.1

(ROHLF, 2000). A matriz de similaridade foi empregada para construir o dendograma e a
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analise de agrupamento foi realizada pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Using an Arithmetic Average).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas analises com os marcadores moleculares utilizou-se ERIC-PCR, ISSR, IRAP,
REMAP e Box-PCR (Tabela 2). Os marcadores ERIC-PCR e REMAP amplificaram o maior

namero de locos (14) seguidos do IRAP que amplificou 11 locos, do ISSR (8 locos) e do Box-

PCR (7). O marcador mais informativo foi o ERIC-PCR, apresentando 71% de polimorfismo

e 0 menos polimorfico foi o IRAP (27%).

Tabela 2. Caracteristicas dos marcadores ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP e Box-PCR para

Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides

Locos Locos Locos % de Locos
Marcador s e e -
amplificados polimorficos Monomorficos polimarficos
ERIC-PCR 14 10 4 71
ISSR 8 5 3 63
IRAP 11 3 8 27
REMAP 14 6 8 43
Box-PCR 7 2 5 29

A combinacdo dos cinco marcadores analisados amplificou 54 locos, sendo 48%

polimorficos. A Figura 1 mostra um padrdo de amplificacdo obtido com o marcador ERIC-

PCR.

Sequéncias do tipo ERIC-PCR foram desenvolvidas para genotipagem e discriminagao
de bactérias (VERSALOVIC et al.,, 2001), mas também tem mostrado eficiéncia na

caracterizagdo de fungos, inclusive dos pertencentes ao C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides (MEHTA et al., 2001; MEHTA; MEHTA, 2010).
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Figura 1. Perfil eletroforético do DNA de Colletotrichum gossypii e C.
gossypii var. cephalosporioides gerado por ERIC-PCR. M -
marcador

Santos et al. (2011) analisando 54 isolados de C. lindemuthianum pertencentes a 24
racas diferentes com os marcadores IRAP e REMAP observaram que um total de 45 locos
foram amplificados, sendo 26 amplificados por IRAP e 19 por REMAP, apresentando um
total de 62% de locos polimérficos.

Os padrGes de bandas de DNA foram empregados para célculo dos valores de
similaridade genética, os quais mostraram similaridade minima de 55% e méaxima de 100%.
De acordo com a similaridade genética entre os pares de gendtipos analisados (Tabela 3), a
maioria dos isolados sdo muito semelhantes, sendo que os isolados 67 e 86; 67 e 105; 86 e
105 todos C. gossypii var. cephalosporioides apresentaram a maior similaridade (100%).
Desta forma, fica evidente a alta correlagdo entre os resultados dos marcadores e os de
caracterizacdo morfoldgica de col6nia.
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Tabela 3. Estimativa de similaridades genéticas entre dez isolados de Colletotrichum gossypii
e C. gossypii var. cephalosporioides, baseadas em dados de ERIC-PCR, ISSR,
IRAP, REMAP e BOX-PCR, pelo coeficiente de Jacard

Isolado 95 109 457-1  457-2 37 50 67 74 86

109 0,9545

457-1 | 0,8936 0,9347

457-2 | 0,9130 0,9555 10,9782

37 0,8292 0,8292 10,8571 10,8780

50 0,5600 0,5800 0,6078 0,5882 0,5777

67 0,6226 0,6226 0,6481 10,6296 0,5510 0,9500

74 0,5490 0,5686 0,5961 0,5769 0,5652 0,9736 0,9268

86 0,6226 0,6226 0,6481 0,6296 0,5510 0,9500 1.0000 0,9268

105 | 0,6226 0.6226 0,6481 0,6296 0,5510 0,9500 1.0000 0,9268 1.0000

Arauljo et al. (2005) estudando a diversidade genética de isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides com marcadores RAPD observaram uma similaridade minima de 83% e
méaxima de 100%, mostrando que os marcadores RAPD ndo foram tdo eficientes para
diferenciar os isolados de C. gossypii var. cephalosporioides. Silva-Mann et al. (2002)
também utilizaram marcadores de DNA do tipo RAPD para diferenciar isolados do complexo
Colletotrichum associados ao algodoeiro (C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides) e
os padrdes de amplificacdo indicaram uma similaridade minima de 35% e méaxima de 85%.
Apesar de utilizar marcadores moleculares diferentes, resultados semelhantes foram
encontrados no presente estudo, uma vez que os marcadores analisados ndo foram eficientes
para diferenciar os isolados pertencentes a mesma especie, mas foram Uteis para analises entre
as diferentes espeécies.

Nogueira et al. (2012) utilizaram marcadores do tipo IRAP para analisar a
variabilidade genética de Colletotrichum guaranicola obtendo 18 bandas polimorficas, as
quais serviram para estimar a similaridade genética que variou de 0,3 a 1,0, sendo capaz de
diferenciar 66,6% da populagéo.

Analisando o dendograma (Figura 2) percebe-se que os isolados foram separados em

dois grupos distintos, um grupo incluindo todos os isolados caracterizados como C. gossypii e
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0 outro com agrupamento dos isolados de C. gossypii var. cephalosporioides. Diferente do
percebido no nosso estudo, Mehta e Mehta (2010) concluiram que as técnicas RAPD, ERIC- e
REP-PCR néo foram suficientes para distinguir os isolados de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides, sugerindo o estudo de outras técnicas moleculares para tal finalidade. No
entanto, nossos resultados mostram que o uso dos marcadores moleculares (ERIC-PCR, ISSR,
IRAP, REMAP e Box-PCR), séo de grande utilidade para a identificacéo e diferenciacéo de

C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides, podendo ser utilizados com eficacia para

estudos moleculares com tais espécies.

T T T T T T T T T T ]
0.80 0. 1.00

Figura 2. Dendrograma revelando a similaridade genética entre dez isolados de
Colletrotrichum gossypii (95, 109, 457-1, 457-2, 37) e Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides (50, 67, 74, 86, 105), baseado no coeficiente de Jacard,
usando o método UPGMA.
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4, CONCLUSAO

A caracterizacdo molecular com os marcadores ERIC-PCR, ISSR, IRAP, REMAP e
Box-PCR foram eficientes para estimar a similaridade genética entre os isolados evidenciando
significativa semelhanca entre estes e permitindo diferenciar C. gossypii de C. gossypii var.

cephalosporioides.
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