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RESUMO

COELHO, Marcela, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, outubro de 2014.
Sequenciamento de isolados da raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum
utilizando as regides ITS. Orientadora: Maria Celeste Goncgalves-Vidigal.
Conselheiros: Marta Zulema Galvan e Lorenna Lopes de Sousa.

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc e Magnus)
Briosi e Cavara, € uma das doencas mais severas que atacam o feijdo comum no
mundo. Uma das medidas mais eficientes para controlar esta doenca é a utilizacédo
de cultivares resistentes, porém o surgimento de novas ragas fisiolégicas do fungo
C. lindemuthianum representa um desafio para a utilizacdo desta estratégia. Dentre
as racas de C. lindemuthianum ja relatadas, a raca 65 merece destaque, por ter sido
identificada em varios paises, incluindo o Brasil. Além disso, ha registros de que
isolados da raga 65, provenientes de diferentes localidades, apresentam
variabilidade genética. Uma das técnicas para estudar a variabilidade genética em
fitopatbgenos envolve o sequenciamento das regibes ITS (Internal Transcribed
Spacer) do DNA ribossémico (rDNA). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar isolados de C. lindemuthianum da raca 65, provenientes de diversas
regides do Brasil, por meio do sequenciamento de regides ITS. Um total de 17
isolados da raca 65, coletados nos estados do Mato Grosso, Minas Gerais, Parana,
Santa Catarina e S&o Paulo, foram estudados. Os resultados revelaram a existéncia
de elevada variabilidade genética entre e dentro da raca 65. As analises das
sequéncias dos 17 isolados da raca 65 apresentaram 11 SNPs nas regides ITS,
sendo que, na regido ITS1, foram identificados 6 SNPs e, na regido ITS2, 5 SNPs. A
maior dissimilaridade genética foi observada entre os isolados 10 e 11,
provenientes de Santa Catarina e, entre os isolados 3 e 11, do estado de Mato
Grosso e Santa Catarina, respectivamente, cuja magnitude foi de 0,772. Por sua
vez, os isolados mais similares foram o 2 e 7, com valor de distancia genética de
0,002, os quais sao oriundos do Mato Grosso e Santa Catarina, respectivamente. A
arvore filogenética obtida com base nas sequéncias das regides ITS1 e ITS2 revelou
a formacao de dois grupos bem definidos (Grupo | e Il). O grupo | foi formado por 2
isolados provenientes de Santa Catarina e 1 isolado de cada um dos estados do
Mato Grosso, Sdo Paulo e Parana. O grupo Il apresentou a formacdo de dois

Vi



subgrupos, sendo um deles formado por 6 isolados de Santa Catarina, 3 isolados de
Séo Paulo, 2 do Mato Grosso e 1 isolado de Minas Gerais, enquanto o segundo

subgrupo foi composto por 1 isolado de Santa Catarina.

Palavras-chave: Antracnose, dissimilaridade genética, variabilidade genética.
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ABSTRACT

COELHO, Marcela, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, october 2014.
Sequencing of isolates of Colletotrichum lindemuthianum race 65 using the ITS
regions. Adviser: Maria Celeste Goncalves-Vidigal. Committee Members: Marta
Zulema Galvan and Lorenna Lopes de Sousa.

Anthracnose, caused by Colletotrichum lindemuthianum (Sacc and Magnus) Briosi
and Cavara, is one of the most severe fungal diseases that attack common bean. An
effective method to control anthracnose in common bean is to use resistant cultivars,
but the emergence of new physiological races of C. lindemuthianum is a challenge to
implement this strategy. Among the C. lindemuthianum races, the race 65 stands out
for having been identified in several countries, including Brazil. In addition, there are
several records that isolates of race 65 from different locations, present genetic
variability. One of the techniques to study genetic variability in pathogens involves
the sequencing of ITS regions (Internal Transcribed Spacer) of the ribosomal DNA
(rDNA). Thus, the objective of this study was to characterize isolates of C.
lindemuthianum race 65 from different regions of Brazil, through the sequencing of
ITS regions. A total of 17 isolates of race 65, collected in the states of Mato Grosso,
Minas Gerais, Parana, Santa Catarina and S&o Paulo were studied. The results
revealed the existence of high genetic variability among and within the race 65. The
sequence analysis of 17 isolates of race 65 showed the presence of 11 SNPs (single
nucleotide polymorphism) in the ITS regions. In the ITS1 region ware identified the
presence of 6 SNPs, while in the ITS2, 5 SNPs were identified. The largest genetic
dissimilarity was observed among isolates 10 and 11 from Santa Catarina state and
among isolates 3 and 11 from Mato Grosso and Santa Catarina states, respectively,
which value was 0.772. On the other hand, the most similar isolates were 2 and 7
(genetic distance of 0.002) collected in Mato Grosso and Santa Catarina states,
respectively. The phylogenetic tree obtained from the ITS1 and ITS2 sequences,
revealed the presence of two well-defined groups (Group | and Il). Group | consisted
of 2 isolates from Santa Catarina and 1 isolate each of the states Mato Grosso, S&o
Paulo and Parana. Group Il was composed of two subgroups, one being formed by 6

isolates from Santa Catarina, 3 isolates from Sao Paulo, 2 from Mato Grosso and 1



isolated from Minas Gerais, while the second subgroup consisted of 1 isolate from
Santa Catarina.

Keywords: Anthracnose, genetic dissimilarity, genetic variability.



1. INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante fonte proteica e
energética para a populacéo brasileira (Vieira et al., 1983; Borém e Carneiro, 1998).
Considerado um dos alimentos mais completos para a dieta humana, o feijdo
comum possui altos teores de proteina, fibra, ferro, carboidratos complexos,
vitaminas e minerais, principalmente zinco e ferro (Angioi et al., 2010; Carvalho et
al., 2012). Da mesma forma, o feijdo comum esta entre as culturas leguminosas de
maior expressdo econdmica no mundo (Broughton et al., 2003).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de feijdo comum (FAO, 2015).
Na safra 2014/15, os trés estados maiores produtores dessa leguminosa foram o
Parana, Minas Gerais e Mato Grosso (Conab, 2015).

A cultura do feijao comum se adapta a diferentes condi¢des edafoclimaticas,
permitindo com que o seu cultivo seja realizado em varias épocas do ano, e em
guase todos os estados brasileiros (Yokoyama et al., 1996). Entretanto, a ampla
adaptabilidade desta cultura favorece a ocorréncia de pragas e doencas que
comprometem a produtividade da mesma (Vieira et al., 1998).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc e
Magnus) Briosi e Cavara, é uma das doencgas mais severas que afetam a cultura do
feijdo comum no Brasil e no mundo. As perdas na produtividade, devido a incidéncia
da antracnose, podem alcancar niveis de até 100%, em condicGes ambientais
favoraveis (Singh e Schwartz, 2010).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para controlar a antracnose no
feijdo comum, como a rotagdo de culturas, controle quimico e uso de cultivares
resistentes, as quais podem ser executadas de forma integrada ou com carater
preventivo (Rey et al., 2005). O método mais eficiente indicado para o controle da
antracnose é a utilizacéo de cultivares resistentes. Entretanto, a ampla variabilidade
patogénica do fungo C. lindemuthianum faz com que o desenvolvimento de
cultivares de feijdo comum, com resisténcia ampla e duradoura, seja dificultado
(Pastor-Corrales et al., 1993; Sicard et al., 1997).

O fungo C. lindemuthianum possui ampla variabilidade patogénica, o que
justifica um elevado numero de racas fisiologicas existentes, impedindo que a

resisténcia genética de cultivares seja mantida por periodos longos de tempo. Sendo
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assim, h& necessidade constante de desenvolver novas cultivares com resisténcia
as racas emergentes do fungo causador da antracnose (Rava et al., 1994; Gonzalez
et al.,, 1998; Somavilla e Prestes, 1998; Alzate-Marin et al., 1999; Mahuku et al.,
2002; Sartorato, 2002). A \variabilidade genética dentro da espécie C.
lindemuthianum pode ser o resultado de fatores citoplasmaticos, da heterocariose,
mutacao, parassexualidade, recombinagdo sexual, polimorfismos cromossGmicos e
transposons (Sartorato, 2002).

Para os programas de melhoramento genético é de extrema importancia o
entendimento da variabilidade e evolugdo patdgeno-hospedeiro, pois permitem o
conhecimento das ragas incidentes nas diferentes regibes de cultivo e o
desenvolvimento de cultivares com ampla resisténcia (Rodriguez-Guerra et al.,
2003).

De acordo com Nunes et al. (2013), foram relatadas em todo o mundo 247
racas de C. lindemuthianum, das quais 73 estdo presentes no Brasil. A raca 65 foi
encontrada em 12 estados. O estado do Parana apresentou a maior variabilidade,
com 44 racas do patdégeno identificadas, enquanto que o segundo estado com maior
variabilidade patogénica foi Minas Gerais com 27 racas do patégeno, seguidos por
Santa Catarina, Mato Grosso e Sao Paulo com 22, 11 e 9 ragas, respectivamente.

A raca 65 de C. lindemuthianum merece destague, devido a sua alta
frequéncia e ser amplamente distribuida no Brasil. A raca 65 foi primeiramente
reportada no estado do Mato Grosso, em 2009, em estudo conduzido por
Gongalves-Vidigal e colaboradores, com isolados provenientes do municipio de
Primavera do Leste, importante regido produtora de feijjao comum deste estado.

Estudos revelam que esta raga apresenta uma grande variacdo de
patogenicidade entre diferentes isolados estudados, evidenciando a variabilidade
genética dentro da raca 65 (Alzate-Marin et al., 2007; Davide e Sousa, 2009). A
incidéncia da raca 65 tem sido constatada em diversas regides do Brasil,
principalmente nos estados de Goias, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Distrito
Federal (Carbonell et al., 1999; Thomazella et al. 2002; Alzate-Marin e Sartorato,
2004; Damasceno e Silva et al., 2007; Gonc¢alves-Vidigal et al., 2008).

Balardin et al. (1997) identificaram a raca 65 de C. lindemuthianum nas

Ameéricas do Sul, Norte e Central e, devido a sua elevada incidéncia em varios



paises, ela pode ser considerada como uma raca de ocorréncia generalizada,
principalmente em isolados provenientes do Brasil e dos Estados Unidos.

Devido a raca 65 ser considerada uma das mais disseminadas no Brasil, por
muito tempo, os programas de melhoramento buscaram cultivares resistentes a essa
raca por meio da introgressdo do gene Co-2, antigamente designado gene “Are”,
presente na cultivar Cornell 49-242 (Mastenbroek, 1960; Adam-Blondon et al., 1994).

Os estudos fenotipicos vém demonstrando a existéncia de variabilidade
entre e dentro de ragas em C. lindemuthianum (Alzate-Marin et al., 2001; Balardin et
al., 1997). Assim, estudos que envolvem analises moleculares, tais como o
sequenciamento do genoma, podem estimar a variabilidade genética de forma
eficiente.

A amplificacdo das regibes ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA
ribossémico (rDNA) via PCR e posterior sequenciamento, € uma das formas mais
eficientes para estimar a variabilidade genética em fungos. O DNA que codifica para
RNA riboss6mico apresenta-se como um cluster génico, que é repetido centenas de
vezes no genoma, no qual estdo presentes os genes 18S, 5.8S e o 28S. Estes
genes sao separados por regibes denominadas ITS1 e ITS2, as quais sao
transcritas e processadas para dar origem ao RNA ribossémico (Fungaro, 2000).

Estudos conduzidos por Fungaro (2000) revelaram que a andlise da variacao
de diferentes niveis taxonémicos tem sido permitida, pelo fato desse cluster génico
apresentar algumas regides altamente conservadas e outras variaveis. A regido 18S
€ a mais conservada e, por isso, € utilizada apenas para comparacao de organismos
distantemente relacionados; jA a por¢cdo 28S €& mais variavel e, portanto, é
apropriada para a comparacdo de diferentes géneros ou, em alguns casos, de
diferentes espécies.

Mediante a importancia da raca 65 de C. lindemuthianum, o presente
trabalho teve como objetivo caracterizar isolados de C. lindemuthianum da raga 65
provenientes de diversas regides do Brasil por meio de sequenciamento de regides
ITS.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da cultura do feijdo comum

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L) € uma espécie leguminosa
pertencente a Familia Fabaceae, Género Phaseolus, Subtribo Phaseoleae e
Subfamilia Faboideae (Papilionoideae) (Freytag e Debouck, 2002). O género
Phaseolus compreende aproximadamente 55 espécies, sendo cinco delas
cultivadas: Phaseolus vulgaris L. (feifjdo comum), P. lunatus var. lunatus (feijao de
lima), P. coccineus (feijdo Ayocote), P. acutifolius Gray var. latifolius (feijao tepari) e
a espécie P. polyanthus (Vieira, 1988; Zimmermann e Teixeira, 1996). Entre as
leguminosas, o feijdo comum é considerado a terceira cultura mais importante,
depois da soja e do amendoim (Lin et al., 2008).

O Phaseolus vulgaris L. € uma espécie que foi domesticada em dois centros
de origem geograficamente diferentes: Mesoamericano (México e América Central) e
Andino (América do Sul) (Ansari et al., 2004). No centro de origem Mesoamericano,
predominam os genétipos de graos pequenos, onde a proteina faseolina do tipo ‘S’ é
predominante, enquanto que no centro de origem Andino encontram-se feijoes de
sementes graudas, constituidas principalmente por proteina faseolina do tipo ‘T’. No
centro de origem Andino foram encontrados também os tipos de faseolina ‘A’, ‘C’ e
‘H’ (Gepts, 1988; Singh et al., 1991; Haley et al., 1994; Gepts et al., 2008; Burle et
al., 2010).

Estudos baseados em isoenzimas, proteinas de sementes, caracteristicas
morfologicas, e marcadores de DNA comprovam que a domesticacao de P. vulgaris
ocorreu de forma independente, nos conjuntos génicos Andino e Mesoamericano
(Gepts e Debouck, 1991; Gepts, 1998). Os conjuntos génicos Andinos e
Mesoamericanos sédo geralmente distinguidos em colec¢des de feijdao comum, pelos
diferentes padrbes de dados moleculares (Gepts, 1988; Koenig e Gepts, 1989;
Pallottini et al., 2004; Kwak e Gepts, 2009) e morfolégicos (Singh et al., 1991). Uma
das consequéncias do processo de domesticacdo foi a ocorréncia de racas
ecogeograficas em cada um dos conjuntos génicos (Singh et al., 1991; Beebe et al.,
2000; Diaz e Blair, 2006).
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O feijdo comum é considerado um dos produtos agricolas de maior
importancia econémica e social, por ser cultivado em grandes areas e empregar
grande quantidade de mao de obra durante seu ciclo (Vieira et al., 1999). Além
disso, é a leguminosa mais importante para o consumo humano direto, sendo uma
importante fonte de proteinas, vitaminas e minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn) para a
dieta humana, especialmente nos paises em desenvolvimento (Beebe, 2012).

O Brasil foi responsavel por produzir 2,9 milhdes de toneladas de feijao
comum, no ano de 2013, destacando-se como o0 segundo maior produtor mundial
dessa cultura, com destaque para a india como maior produtor (3,30 milhdes de
toneladas) (FAO, 2015). Os principais produtores mundiais de feijdo comum sé&o
também os maiores consumidores, fazendo com que o excedente a ser exportado
seja pequeno.

O feijao comum € um produto basico da alimentacdo brasileira e cultivado
por pequenos e grandes produtores em todas as regides (MAPA, 2014). Na safra de
2014/2015 os maiores produtores foram os estados do Parana, com 771 mil
toneladas em uma area plantada de 422 mil hectares, Minas Gerais, com a
producdo de 589 mil toneladas em area plantada de 365 mil hectares e Mato
Grosso, com 525 mil toneladas em area plantada de 323 mil hectares que, juntos,
contribuem com 56% da producdo nacional, com destaque para o Parana, que
participa em 23% do total nacional (Conab, 2015).

O feijdo comum é cultivado durante todo o ano, sob diferentes temperaturas,
intensidade de luminosidade, umidade relativa e disponibilidade de agua. Estas
condi¢cbes favorecem o desenvolvimento de muitos patdgenos tais como fungos,

virus, bactérias e nematoides (Paula Junior e Zambolin, 2006).

2.2. Aspectos gerais da antracnose

A antracnose do feijdo comum € uma das principais doencas fangicas do
feijdo comum, especialmente onde as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis para o
desenvolvimento do patdégeno, ocasionando perdas na produtividade de até 100%,
qguando sdo utilizadas cultivares suscetiveis (Talamini et al.,, 2006; Damasceno e
Silva et al., 2007).



O C. lindemuthianum é um patégeno cosmopolita e, portanto, encontra-se
amplamente distribuido nas regifes de cultivo do feijao comum (Bianchini et al.,
2005). A antracnose ocorre de forma mais severa em locais onde predominam
umidade relativa acima de 91% e temperaturas amenas que variam entre 18° e
22°C. O desenvolvimento do patégeno € limitado em temperaturas superiores a
24°C e inferiores a 18°C (Chaves, 1980; Kelly et al., 1994).

Rey et al. (2005) qualificam a antracnose causada pelo patdégeno C.
lindemuthianum como a doenca fangica da parte aérea mais agressiva ao feijao
comum, devido as perdas econémicas proporcionadas e a eficiéncia da transmissao
deste patdgeno via sementes.

Os sintomas da antrachose aparecem nos 0rgaos aéreos da planta como
folhas, vagens e sementes, que sao infectados geralmente por esporos (Bianchini et
al., 2005). Quando afeta as plantulas, lesdes pequenas de coloracdo marrom ou
preta podem ser observadas nos cotilédones (Kimati, 1995). O hipocotilo pode
apresentar pequenas lesdes deprimidas com manchas de coloragcdo marrom escura
e se estendem por quase toda a planta. As lesdes apresentadas no peciolo e no
caule séo ovaladas, deprimidas e de coloracdo escura (Vieira et al., 1983).

Nas vagens, as lesbes apresentam-se de forma arredondada e deprimida;
nas folhas, iniciam-se na fase abaxial, ao longo das nervuras, com manchas de cor
café-avermelhada e, posteriormente, escuras e necrosadas. Nas sementes, as
lesBes se apresentam deprimidas, de cor marrom com bordas escuras (Kimati et al.,
1997).

A disseminacao da doenca pode ocorrer atraves de varios agentes como,
por exemplo, a chuva e o vento. O livre comércio de grdos entre produtores e a
reutilizacdo das sementes para futuros plantios em uma mesma area, acarreta em
aumento no potencial de in6culo do patdogeno de uma safra para outra, facilitando a
ampla distribuicdo de racas fisiolégicas do fungo causador da antracnose
(Thomazella et al., 2000). O controle da antracnose é dificultado devido a
capacidade de sobrevivéncia do fungo durante varios meses, no solo e em restos
culturais infectados (Sutton, 1992; Dillard e Cobb, 1993).

Para um eficiente controle da antracnose, sdo recomendadas medidas
integradas, com destaque para a utilizacdo de sementes livres do patdégeno e
tratadas com fungicidas, rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras por
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periodo de 2 a 3 anos, resisténcia varietal e controle quimico (Rava et al., 1994).
Entretanto, a existéncia de inUmeras racas, além da ampla variabilidade patogénica
observada entre e dentro de racas de C. lindemuthianum (Ishikawa et al., 2008;
Davide e Souza, 2009) dificultam o controle do referido patégeno.

A resisténcia varietal é considerada a forma mais eficiente para o controle da
antracnose do ponto de vista econémico, entretanto, a ampla variabilidade genética
de C. lindemuthianum proporciona a quebra de resisténcia de cultivares
recomendadas, ainda nos primeiros cultivos (Andrus e Wade, 1942; Balardin et al.,
1990).

2.3. Caracteristica e variabilidade do fungo Colletotrichum lindemuthianum

O agente causal da antracnose do feijdo comum foi primeiramente descrito
em 1878 por Saccardo e Magnus, como Gloeosporium lindemuthianum, baseado em
coletas feitas por Lindemuth em Bonn, na Alemanha (Zaumeyer e Thomas, 1957;
Bailey e Jeger, 1992). Scribner em 1888, ao verificar a presenca de setas (estruturas
filamentosas produzidas entre os conidiéforos e as margens dos acérvulos) nos
esporos do fungo causador da antracnose em feijdo comum, transferiu-o para o
género Colletotrichum. Sendo assim, Than et al. (2008) considera o Colletotrichum
pertencente ao Reino: Fungi; Filo: Ascomycota; Classe: Sordariomycetes; Ordem:
Phyllachorales e Familia: Phyllachoraceae.

Este fungo afeta um grande numero de plantas leguminosas, tais como
Phaseolus acutifolius, P. coccineus, P. lunatus, Vicia faba e Vigna unguiculata. No
entanto, a infeccdo mais severa € observada principalmente em plantas da espécie
Phaseolus vulgaris (Kimati, 1980).

O C. lindemuthianum apresenta duas fases reprodutivas, uma assexuada ou
imperfeita e outra sexuada ou perfeita. A fase assexuada produz conidios num corpo
de frutificacdo denominado acérvulo (Sutton, 1992). Os conidios sdo hialinos,
unicelulares, circulares e podendo ser oblongos. Os esporos germinam de seis a
nove horas apos o contato inicial com o hospedeiro, sendo a esporulacdo abundante
com uma massa de conidios de coloracdo rosada (Chaves, 1980). O aparecimento
dos sintomas da antracnose pode ser observado no inicio da infeccdo, a partir do
sexto dia apos a inoculacéo (Kimati et al., 1997).
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O fungo C. lindemuthianum é um patdégeno necrotrofico, que geralmente,
sobrevive de uma safra a outra sob a forma de micélio dormente ou como esporos
em restos culturais ou no interior das sementes, promovendo sua perpetuacéo e a
sua ampla disseminacdo a longas distancias (Vieira et al., 1983). Ja a sua
disseminagdo a curta distancia ocorre por meio dos respingos de agua da chuva,
pela acdo do homem, do vento, dos animais, dos insetos e da utilizagdo de
implementos agricolas que entram em contato com as plantas infectadas (Kimati,
1980).

A fase sexuada, conhecida como Glomerella cingulata f. (Stonem Spaulde e
V. Schrenk) sp. phaseoli, pertence a classe dos Ascomicetos e ordem Diaportales.
Os esporos sexuais ou ascésporos sao resultantes dos processos de plasmogamia
(fusdo celular), seguidos de cariogamia (fusdo nuclear) e divisdo meidtica. Séo
produzidos em corpos de frutificacdo denominados peritécios, 0s quais possuem
formato mais ou menos arredondado, localizados dentro de uma estrutura em forma
de saco, o asco (Bergamin Filho et al., 1995).

Embora a fase sexuada seja dificil de ser naturalmente visualizada, é
possivel ser observada por meio de inducédo ou por desenvolvimento espontaneo
(Roca et al., 2003; Mendes-Costa e Souza, 2005; Camargo Junior et al., 2007).
Damasceno e Silva et al. (2007) identificaram no estado de Minas Gerais, pela
primeira vez, a forma sexuada de Glomerella cingulata f. (Stonem Spaulde e V.
Schrenk) sp. phaseoli na natureza.

Segundo McDonald e Linde (2002), os patdégenos que apresentam dois
ciclos sexuais possuem uma vantagem sobre os patdgenos que apresentam apenas
um ciclo sexual ou assexual. Isto se deve ao fato de que, durante o ciclo sexual,
muitas combinacées novas de alelos sédo produzidas. Na fase assexual, um
mecanismo que pode estar gerando variacdo dentro de uma populacdo € a
ocorréncia do ciclo parassexual. Para isso, €& necessaria a formacdo de
anastomoses entre hifas, que sdo fusdes entre as células, onde ocorre a
transferéncia de citoplasma e, consequentemente, do material genético.

Rodriguez-Guerra et al. (2003) estudaram grupos de anastomoses de
amostras de C. lindemuthianum provenientes de plantas individuais de cultivares de
feifjdo comum, através de marcadores moleculares, sendo este o primeiro relato

sobre grupos de anastomoses em C. lindemuthianum. ApoOs esta descoberta, varios
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grupos de anastomoses foram identificados, sugerindo que este pode ser um
mecanismo que leva a formacdo de diferentes linhagens clonais de C.
lindemuthianum. Assim, apesar da estrutura populacional ter revelado que o ciclo
reprodutivo do C. lindemuthianum €& predominantemente assexual, ha indicios de
que em algum ponto durante o ciclo do hospedeiro, o patdégeno se reproduza
sexuadamente. Freire et al. (2005) determinaram grupos de anastomoses entre
isolados de racas diferentes.

Em estudo realizado por Castro-Prado et al. (2007) para avaliar a ocorréncia
do ciclo parassexual em isolados de C. lindemuthianum, foi possivel verificar a
ocorréncia de anastomose e a formacao de heterocariose entre os isolados.

Os primeiros estudos sobre a variabilidade patogénica de C. lindemuthianum
foram realizados por Barrus (1911), o qual verificou reacBes de suscetibilidade
diferenciada nas cultivares de feijao comum Michelite, Perry Marrow e Michigan Dark
Red Kidney, quando inoculadas com isolados de diferentes procedéncias. Foram
identificadas duas racas distintas do patégeno, as quais foram posteriormente
denominadas racas Alfa e Beta. Posteriormente, Burkholder (1923) identificou uma
terceira raca descrita como Gama.

Em 1931, na Alemanha, 14 racas fisiologicas foram caracterizadas, e
designadas de A a E, de G a N e X (Pesuer citado por Pastor-Corrales, 1988), sendo
posteriormente diferenciadas por Schreiber (1932) em trés grupos principais, Alfa,
Beta e Gama. Andrus e Wade (1942), na Carolina do Norte, denominaram uma
quarta raca como Delta. Yerkes Junior e Ortiz (1956) no México constataram a
presenca de trés grupos de racas desconhecidas, os quais foram denominados de
Mexicano 1, Il e lIl. Blondet (1963) identificou a raca Epsilon e Cruickshank (1966) na
Australia, identificou as racas 1, 2 e 3.

Fouilloux (1975) identificou a raca Alfa-Brasil e Schnock et al. (1975)
relataram a raca Ebnet (devido ao seu local de origem), que posteriormente foi
renomeada de Kappa (Kruger et al., 1977). Uma mutacao da raca Alfa, originalmente
conhecida como Alfa 5N, originou a raga Lambda, descrita por Hubbeling (1976).
Fouilloux (1979) relatou a raca Lambda mutante. No ano de 1984 a raca Epsilon foi
identificada no Canada (Tu, 1984).

No Brasil, os primeiros estudos quanto a ocorréncia do C. lindemuthianum,

foram realizados em 1966 por Kimati, no estado de Sdo Paulo, que constatou a
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existéncia das racas Alfa, Delta e grupo Mexicano Il. Nesta mesma época, as ragas
Alfa e Beta foram identificadas a partir de isolados coletados no Rio Grande do Sul
por Augustin e Costa (1971).

No estado do Parana, a ocorréncia do grupo Alfa foi relatada pela primeira
vez por Araudjo (1973); no mesmo ano, um novo grupo de racas foi determinado
como Grupo Brasileiro I, no Rio Grande do Sul, por Oliveira et al. (1973), no estado
de Minas Gerais, por Oliari et al. (1973) e em Sao Paulo, por Paradela Filho e
Pompeu (1975).

Posteriormente, Hernadndez-Godinez et al. (1998) mencionaram a
identificacdo de 93 patotipos de C. lindemuthianum, dentre os quais, 41 ocorriam no
México. Estudos realizados por Balardin et al. (1997) e Mahuku e Riascos (2004)
demonstraram a identificacdo de aproximadamente 114 racas nhas regioes
produtoras de feijdo no mundo.

Flor (1971) prop0s a teoria gene a gene, segundo a qual, para cada gene
gue condiciona uma reacdo de resisténcia no hospedeiro, existe um gene
complementar no patégeno que condiciona a aviruléncia, podendo este ser um fator
que dificulte o melhoramento do feijdo comum, pois pode ser necessario um
conjunto de diversos genes para a obtencao da resisténcia completa ao patdgeno.

O elevado numero de racas fisiologicas existentes e a complexidade no
emprego da resisténcia genética do fungo C. lindemuthianum evidenciam uma
ampla diversidade de viruléncia (Pereira et al., 2010). Segundo Borém et al. (2007),
raca € uma populacado que apresenta uma ou mais caracteristicas peculiares que a
distinguem de outras populacdes da mesma espécie.

Segundo Nunes et al. (2013), foi verificada a ocorréncia de 247 racas de C.
lindemuthianum, distribuidas por 28 paises; destas, apenas 76 ocorrem em mais de
um pais; o restante das racas € restrito a cada regido. Diferentes grupos de
pesquisadores estudavam a variabilidade patogénica em todo o mundo; tal fato
gerava uma grande dificuldade na troca de informagOes, devido a diferengcas nas
metodologias e nomenclaturas utilizadas para a caracterizacao do patégeno (Alzate-
Marin et al., 2001). Assim, surgiu a necessidade de utilizar uma metodologia padrao
para a identificacdo e denominacao das racas.

O método de identificagcdo das cultivares foi proposto por Pastor-Corrales
(1991), determinando a padronizacao de 12 cultivares diferenciadoras e o uso de um
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sistema binario apresentado por Habgood (1970). Para tanto, cada cultivar
diferenciadora recebeu um valor binario, qual seja, 2"*. O valor 2 representa o
namero de classes de reacdes consideradas (resistente ou suscetivel) e “n” é funcao
da ordem das diferenciadoras. As reacbes de resisténcia ou suscetibilidade
apresentadas pelas cultivares recebem, respectivamente, os valores zero e um.

Em estudos realizados por Carbonell et al. (1999), com isolados da mesma
raca, demonstraram que ha diferencas de viruléncia entre eles, sugerindo que o
conjunto das 12 cultivares diferenciadoras propostas por Pastor-Corrales (1991)
ainda nao é o suficiente para diferenciar a diversidade entre os patétipos.

Mahuku e Riascos (2004) utilizaram 200 isolados amostrados de regides
com predominancia de genoétipos Andinos e Mesoamericanos e identificaram 90
racas, revelando que o fungo C. lindemuthianum €é um patégeno altamente
diversificado, e as 12 cultivares diferenciadoras tiveram sua resisténcia quebrada.
Ishikawa et al. (2011) propds um conjunto de diferenciadoras capaz de identificar
variacfes dentro da raca 65. Para o estudo foi utilizado um total de 12 linhagens de
feijdo comum e 12 isolados classificados como raca 65. Para a identificacdo da
variabilidade, foram sugeridas as seguintes linhagens de feijdo comum: Estilo,
Majestoso, Supremo, Unido, Valente, Ouro Vermelho, Madrepérola e Talisma, sendo
todas essas cultivares bem adaptadas para as condi¢cdes brasileiras e sé&o
comercialmente disponiveis, o que facilita a sua utilizacao.

Nos programas de melhoramento, a utilizacdo das cultivares diferenciadoras
para a antracnose pode levar a uma complicacdo, pois estas cultivares podem ser
resistentes a certas racas e suscetiveis a outras. Desta forma, a cada nova raca que
surge, cultivares resistentes podem tornar-se suscetiveis (Vieira et al., 1999).

Pastor-Corrales et al. (1993) sugerem um processo evolutivo separadamente
para as regides Mesoamericanas e Andinas, devido a preferéncia dos isolados de C.
lindemuthianum pertencentes a uma regiao pelas cultivares desta mesma regiao;
este fato explica a presenca de maior diversidade de fenétipos de viruléncia, uma
vez que evidéncias morfologicas e moleculares demonstram que a diversidade
existente nos gendtipos Mesoamericanos é maior do que os Andinos.

A existéncia de coevolugéo entre ragas de C. lindemuthianum e a origem de
seu hospedeiro P. vulgaris sugere que isolados originados de genoétipos

mesoamericanos tendem a ser mais agressivos em plantas de origem
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mesoamericana e isolados andinos mais agressivos em plantas andinas (Gepts,
1988). Singh et al. (1991) e Beebe et al. (2000) observaram maior variabilidade
genética do conjunto génico Mesoamericano, quando comparado ao conjunto génico
Andino.

A interacdo entre o feijdo comum e as racas fisiolégicas do fungo C.
lindemuthianum evidenciam uma paralela organizacdo da diversidade genética que
presumivelmente surgiu por meio da coevolucdo entre os dois organismos (Guzman
et al.,, 1995). Balardin e Kelly (1998) estudaram a interagcdo entre origem do
hospedeiro e origem do patégeno, utilizando 62 gendtipos de feijao comum
procedentes do Brasil, Republica Dominicana, Honduras, México, Inglaterra e
Estados Unidos e classificados nos dois conjuntos génicos Andinos e
Mesoamericanos e 34 ragas distintas de C. lindemuthianum procedentes da
Argentina, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Republica Dominicana, Honduras, México,
Peru e Estados Unidos. Os autores observaram que as racas Mesoamericanas eram
virulentas nos genotipos Andinos e Mesoamericanos, e que as ragas Andinas foram
altamente virulentas em genaotipos Andinos. Melotto e Kelly (2000) relatam que o fato
do germoplasma ter vindo de ambos o0s conjuntos génicos e serem suscetiveis as
racas Mesoamericanas, € porque essas ragcas apresentam maior diversidade
patogénica.

O Brasil se destaca como um dos paises com maior variabilidade patogénica
pela grande quantidade de racas encontradas. De acordo com Nunes et al. (2013), o
Brasil possui 73 ragcas do patdgeno, distribuidas em 15 estados; a raca 65 esta
presente em 12 estados. A raca 65 tem sido relatada como uma das racas mais
frequentes e amplamente distribuida em diversos paises, tais como Brasil, Estados
Unidos, México, Argentina, Equador, Africa e india, com maior destaque nos ultimos
30 anos (Pastor-Corrales et al., 1994; Rava et al., 1994; Koch, 1996; Balardin et al.,
1997; Balardin e Kelly, 1998; Sharma et al., 1999; Thomazella et al., 2000;
Thomazella et al., 2002; Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Mahuku e Riascos, 2004,
Talamini et al., 2004; Bonett et al., 2008; Gonc¢alves-Vidigal et al., 2008; Goncalves-
Vidigal et al., 2009; Muth e Liebenberg, 2009; Pinto et al., 2010; Nunes et al., 2011).
Em consequéncia disso, os programas de melhoramento tém concentrado sua

atencéo nesta raca, visando ao controle da antracnose (Davide e Souza, 2009).
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Varios trabalhos vém demonstrando que a raga 65, anteriormente conhecida
como Epsilon (Grupo Alfa), merece destaque, devido a sua alta frequéncia e ampla
distribuicdo geografica (Rava et al., 1994; Carbonell et al., 1999; Sartorato, 2002;
Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Talamini et al., 2004).

No estudo realizado por Thomazella et al. (2000), no estado do Parana, com
as racas 7, 31, 69, 65, 73, 81, 87, 89 e 95 de C. lindemuthianum, os autores
relataram que dentre as 12 diferenciadoras, apenas seis foram resistentes a todos
os isolados, sendo que, das cultivares Mesoamericanas, apenas Michelite, México
222 e Cornell 49-242 foram suscetiveis e, das Andinas, apenas Kaboon foi
resistente a todas as racas estudadas. As racas 65 e 73 foram virulentas em
diferentes cultivares Mesoamericanas, porque foram isoladas de cultivares
pertencentes ao conjunto génico Mesoamericano, mostrando, dessa maneira, a
especializacdo do patdgeno ao conjunto génico do hospedeiro P. vulgaris.

Alzate-Marin e Sartorato (2004) identificaram, através de uma pesquisa, que
as racas 65, 73 e 81 sao as mais frequentes e amplamente distribuidas no Brasil, e
sdo comumente encontradas nos estados do Parana, Santa Catarina, Goias e
Distrito Federal.

Visando a caracterizacdo de isolados de C. lindemuthianum coletados na
América do Sul, América Central, Europa e Africa, por meio de marcadores AFLP
para analise da variabilidade patogénica e genética, Ansari et al. (2004) relataram
gue a maioria dos isolados foram divididos em dois grupos, e que os isolados da
Europa e Africa, em menor namero, foram mais similares geneticamente aos
isolados da América Central.

Mahuku e Riascos (2004), em analises via Rep-PCR (DNA sequence of
repetitive-elements) e RAMS (Random Amplified Microsatellites), em 200 isolados
provenientes do pool génico do feijdo comum, e coletados em diversos paises,
mencionaram nao haver diferencas genéticas marcantes entre isolados andinos e
mesoamericanos para serem agrupados em grupos distintos.

Santos et al. (2008) relataram variabilidade patogénica dentro dos isolados
da raca 65, 73 e 81, inoculando-se dois isolados da mesma raca em 37 cultivares de
feijdo comum. Segundo os autores, estes resultados evidenciaram uma elevada

variabilidade do patégeno, sugerindo a existéncia de novas ragas ou sub-racas que
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ndo sdo capazes de serem detectadas através da série de cultivares diferenciadoras
atual.

Estudos conduzidos por Balardin et al. (1990), Gongalves-Vidigal et al.
(2008) e por Pinto et al. (2012) demonstraram que isolados da raca 65 de C.
lindemuthianum, coletados no estado de Santa Catarina e Minas Gerais,
apresentaram predominancia nas regides. Neste contexto, Vidigal Filho et al. (2007),
avaliando landraces de feijdo comum coletadas no estado do Parana, inoculadas
com racas Andinas e Mesoamericanas de C. lindemuthianum, observaram que a
raca 65 apresentou maior nivel de patogenicidade, quando comparada as outras
ragas.

Santos et al. (2008) verificaram que os isolados da raca 65, provenientes de
Santa Catarina, foram mais virulentos do que isolados da raca 65 coletados no
estado de Goias. Segundo Davide e Souza (2009), ha uma grande variacdo quanto
a patogenicidade, quando se inoculam diferentes isolados pertencentes a mesma
raca 65 em cultivares comerciais, evidenciando a variabilidade dentro da raca.

O’Sullivan et al. (1998) utilizaram técnicas como eletroforese em campo
pulsado, citometria de fluxo e perfil telomérico avaliado por hibridizacdo para a
observacdo da variacdo e organizacdo do caridtipo molecular de 18 isolados de C.
lindemuthianum. Os resultados mostraram que o nimero de cromossomos estimado
variou de 9 a 12 dentre os isolados testados e que o tamanho do genoma dessa
espécie é altamente variavel.

Ainda segundo O’Sullivan et al. (1998), a analise do genoma por eletroforese
em campo pulsado mostrou que os cromossomos dessa espécie podem ser
divididos em duas classes de tamanhos distintos: um grupo de cromossomos
maiores que 7 Mb (milh&es de pares de base) e outro grupo formado por um nimero
variavel de pequenos cromossomos, menores que 2,5 Mb. Quando foram
considerados os dados de citometria de fluxo, variagbes de até 59% foram
encontradas. Parte dessa variabilidade da organizagdo do genoma pode ser
explicada pela presenca ou auséncia, em uma dada linhagem, de regibes
gendmicas dispensaveis e ou de cromossomos inteiros.

O genoma dos fungos pode apresentar alguns elementos como
translocacdes, duplicagbes, inversdes e delecdes, sendo estes responsaveis por

novas recombinacdes. Estas novas sequéncias presentes no genoma de fungos
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podem promover reorganizacbes, encontrados dispersos em varias copias no
genoma (Fierro e Martin, 1999).

No estudo da diversidade genética de muitos organismos, dentre eles os
fungos, ferramentas moleculares tém sido amplamente utilizadas. Uma dessas
ferramentas moleculares é o uso do sequenciamento de regiées conservadas, como
as denominadas ITS (Internal Transcribed Spacer - Espacador Interno Transcrito) e
IGS (Intergenic Spacer Region) do DNA ribossomal (rDNA), que tém sido utilizadas
para estabelecer rela¢des de filogenia molecular dentro de muitos grupos de fungos
(Stewart et al., 1999).

2.4. Regides ITS (Internal Transcribed Spacer)

As regides ITS (Internal Transcribed Spacer) sdo uma parte ndo codificante
do DNA situado entre dois genes que codificam componentes estruturais de RNAs
ribossomais: 18S codifica a pequena subunidade e o 28S a grande subunidade
(Baldwin, 1992). Em organismos eucariotos, a unidade do rDNA é constituida de trés
regides génicas (18S, 5.8S e 28S) e trés néo génicas (ITS1, ITS2 e IGS).

As regides ITS (Figura 1) contém sequéncias de DNA que codificam o0 RNA
ribossdmico. Em fungos, essas regides apresentam-se como um cluster génico, no
qual se tem o0 gene 18S, 0 gene 5.8S e 0 gene 28S. A regido ITS é dividida em ITS1,
localizado entre os genes 18S e 5.8S, e 0 ITS2, que separa 0s genes 5.8S e 28S; as
regides ITS1 e ITS2 sao transcritas e processadas para dar origem ao RNA
ribossémico (Hillis e Dixon, 1991; Schliotterer et al., 1994).

T N L S 7 S S L

Fonte: Embong et al. (2008).
Figura 1 - Representacdo esquematica dos genes ribossomais e das regides ITS.

As sequéncias ITS em fungos envolvem uma sequéncia de 600 a 800 pares
de bases, as quais sdo amplificadas utilizando primers universais, que sao
complementares as sequéncias altamente conservadas dos genes que codificam o
rRNA (White et al., 1990; Cordoba et al., 2002).
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As regides dos genes ribossomais dentro de uma determinada espécie séo
conservadas, e as sequéncias espacadoras ITS, por evoluirem mais rapidamente,
podem variar intraespecificamente na sequéncia de bases e no comprimento. Por
esta razéo, a variacdo nas sequéncias espacadoras tem sido usada para identificar
espécies ou linhagens de fungos, realizar estudos de hibridizacdo e, como
marcadores, podem ser usados em estudos genéticos de populacdes (Hillis e Dixon,
1991; Gomes et al., 2002).

Outra caracteristica importante da regido ITS deve-se a natureza repetitiva
do rDNA, que torna esta regido facil de amplificar, mesmo a partir de amostras
pequenas, diluidas ou altamente degradadas (Gardes e Bruns, 1993). O
desenvolvimento de iniciadores de taxon especifico € baseado em regides ITS,
devido a essas regibes serem consideradas diferenciadas e serem usadas como
sondas (McCartney et al., 2003).

Em fungos, a maioria dos estudos filogenéticos fundamentados em
sequéncias de DNA foram baseados exclusivamente no gene ribossomal ou nas
regides ITS1 e ITS2 (Kauserud et al., 2004).

Neste contexto, com base na variabilidade das regides ITS, Sicard et al.
(1997) agrupou 128 isolados de C. lindemuthianum coletados na Argentina, Equador
e México, em dois grupos distintos. Balardin et al. (1999), baseando-se em estudos
das sequéncias de DNA das regifes ITS1, ITS2 e do gene rRNA 5.8S mencionaram
niveis variaveis de dissimilaridade genética entre 14 isolados de C. lindemuthianum.

Chen et al. (2007), utilizando os primers ITS4 e C1F4 em analise de
sequéncias de regides ITS de sementes e folhas de feijdo infectadas com C.
lindemuthianum, verificaram que as sequéncias ITS de seis ragas (17, 23, 31, 73, 89
e 1096) e o isolado MAFF 305390 (acesso n°AB087222 do GenBank) foram
idénticos, e as sequéncias ITS da raca 2, e as linhagens BBA65483 (acesso n°
AJ301958 do GenBank), CBS 151.28 (acesso n°AJ301946 do GenBank) e CBS
151.28 (acesso n°AJ301947 do GenBank) também foram idénticas. De acordo com
0s autores, houve trés substituicdes de bases quando comparou a sequéncia ITS
das seis racas e o isolado do GenBank e a sequéncia da raca 2 com os isolados do
GenBank.

Portanto, visando estudos comparativos utilizando marcadores moleculares

como ferramentas Uteis aos estudos genéticos, as regides ITS podem gerar um
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grande numero de informagfes para inferéncias filogenéticas, as quais podem
fornecer uma medida mais acurada das distancias genéticas entre as espécies, ou
até mesmo isolados de uma mesma espécie (Lee e Taylor, 1992). Segundo Schoch
et al. (2012), a analise filogenética tem sido considerada uma abordagem
extremamente Util na determinacdo de espécies de Colletotrichum e outros fungos
filamentosos, baseada em sequéncias das regides ITS do rDNA.

Estudos tém demonstrado o potencial de outros marcadores, como 0s SNPs
(Single Nucleotide polymorphisms) que identificam regidées onde ocorrem variagoes
frequentes (mudancas de uma base por meio de inser¢cdes ou delecbes de um
nucleotideo especifico) que estdo presentes no genoma (Useche et al., 2001).

A informacédo gerada por SNPs podera, posteriormente, ser utilizada em
varios niveis nas analises como: marcadores no mapeamento genético; material de
estudo na identificacdo de SNPs funcionais e seu respectivo fenoétipo; ferramenta
para estudos populacionais, por comparacao do genoma de individuos de diferentes
populacdes (Zhang e Hewitt, 2003). Adicionalmente, os marcadores SNPs tém se
destacado por ocorrerem em um nuamero bastante expressivo (Ganal et al., 2009) e
revelaram ser Uteis na identificacdo de divergéncia adaptativa de populagbes e
espécies estreitamente relacionadas (Renaut et al., 2010).

Como resultados do sequenciamento, h& quatro sequéncias do genoma de
Colletotrichum disponiveis no dominio publico: C. higginsianum e C. graminicola
sequenciados por O'Connell et al. (2012); C. orbiculare e C. gloeosporioides
sequenciados por Gan et al. (2013).

Além disso, o sequenciamento do genoma e montagem de um conjunto
selecionado de cepas de C. acutatum estd em curso através de investigacao
conjunta. A gama do hospedeiro de C. higginsianum inclui o sistema de modelo de
Arabidopsis thaliana e muitas culturas de cruciferos (Kleemann et al., 2012),
enquanto que C. graminicola é praticamente limitado ao milho (Zea mays). Os
genomas dessas duas espécies possuem tamanhos semelhantes: 57,4 Mb de C.
graminicola e 53,4 Mb para C. higginsianum.

Genomas de fungos codificam uma gama de biomoléculas como, por
exemplo, metabolitos secundarios, pequenos peptideos, toxinas, enzimas e
carboidratos, que estédo ligados a patogenicidade e especificidade de hospedeiros.

Estudos recentes de sequenciamento do genoma de C. higginsianum e C.
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graminicola registraram um numero relativamente alto de fatores de viruléncia em
ambas as espécies (O'Connell et al., 2012).

Outro projeto concluido de sequenciamento do Colletotrichum envolveu dois
fungos patogénicos de importancia econdmica: C. orbiculare essencialmente
relacionado a cucurbitaceas e Nicotiana benthamiana e C. gloeosporioides com uma
ampla gama de hospedeiros. C. orbiculare apresenta o genoma de tamanho 88,3
Mb, muito maior em comparacdo com outras espécies de Colletotrichum, incluindo
C. gloeosporioides que possui o tamanho de 55,6 Mb (Gan et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Melhoramento de
Feijdo Comum e de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura
(Nupagri), pertencente a Universidade Estadual de Maringa.

Um total de 17 isolados da raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum foram
utilizados no presente trabalho. Os isolados sdo provenientes de isolamentos
realizados em material vegetal com sintomas de antracnose, coletados nos estados
de Mato Grosso, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e S&o Paulo.

Dentre os 17 isolados, 12 pertencem a micoteca do Laboratério de
Melhoramento de Feijado Comum e de Biologia Molecular, e cinco isolados sé&o
oriundos do Instituto Agrondmico de Campinas - IAC. Os isolados pertencentes a

raca 65 encontram-se descritos no Quadro 1.

Quadro 1 - Isolados de Colletotrichum lindemuthianum, identificacdo e locais de
coleta

Identificacdo do

Isolado Municipio Estado
Isolado

1 Cl 65-01 Primavera do Leste Mato Grosso
2 Cl 65-02 Primavera do Leste Mato Grosso
3 Cl 65-03 Primavera do Leste Mato Grosso
4 UFV 65-01 - Minas Gerais
5 Cl 65-04 Maringa Parana
6 Cl 65-05 Guatambu Santa Catarina
7 Cl 65-06 Guatambu Santa Catarina
8 Cl 65-07 Ponte Serrada Santa Catarina
9 Cl 65-08 Ponte Serrada Santa Catarina
10 Cl 65-09 Campos Novos Santa Catarina
11 Cl 65-10 Campos Novos Santa Catarina
12 Cl 65-11 ltuporanga Santa Catarina
13 Cl 65-12 Botucatu Séao Paulo
14 Cl 65-13 Jau Séao Paulo
15 Cl 65-14 Botucatu Séao Paulo
16 Cl 65-15 Campinas Séao Paulo
17 Cl 65-16 Campos Novos Santa Catarina

Na construcdo do diagrama de similaridade e comparacdo da sequéncia
consensus, foram utilizadas sequéncias obtidas no banco de dados GenBank - NCBI
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BLAST (Altschul et al., 1997). Estas sequéncias foram selecionadas por
apresentarem alta similaridade, variando de 90 a 100%, com os isolados da raga 65

presentes neste trabalho (Quadro 2).

Quadro 2 - Isolados, espécies, identificacdo e numero de acesso no GenBank das
sequéncias obtidas do banco de dados

Isolados Espécies Identificacdo dos N° de acessos —

isolados GENBANK
18 Glomerella lindemuthiana Race 2 EU400129
19 Glomerella lindemuthiana Race 17 EU400130
20 Glomerella lindemuthiana Race 23 EU400131
21 Glomerella lindemuthiana Race 31 EU400132
22 Glomerella lindemuthiana Race 73 EU400133
23 Glomerella lindemuthiana Race 89 EU400134
24 Glomerella lindemuthiana Race 1096 EU400135
25 Colletotrichum lindemuthianum R23 KF414695
26 Colletotrichum lindemuthianum R23.19 KF414696
27 Colletotrichum lindemuthianum Rec15 KF414697
28 Colletotrichum lindemuthianum R2047 KF414694
29 Colletotrichum lindemuthianum MAFF 303590 AB087222
30 Colletotrichum trifolii BBA70709 AJ301941
31 Colletotrichum orbiculare MAFF 306685 AB269941
32 Glomerella lagenaria BBA71046 AJ301965

Fonte: GenBank - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

3.2. Obtencao da massa micelial

As culturas monospédricas de C. lindemuthianum foram primeiramente
repicadas para placas de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose e agar)
(Menezes e Silva-Hanlin, 1997) e incubadas em camara de crescimento BOD 20 +
2°C por um periodo de 12 dias. Em seguida, discos de esporos (ascosporos) foram

repicados e transferidos para erlenmeyers, contendo meio liquido BD (batata e
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dextrose), conforme metodologia proposta por Kado e Hesket (1970).
Posteriormente, foram incubados a 22°C por 15 dias em agitagéo constante (90 rpm)
em agitador automatico. A massa micelial produzida foi, entdo, filtrada em gaze
esterilizada, lavada com agua destilada autoclavada e seca com o auxilio de papel
filtro autoclavado. Apds secagem, o miceélio foi embalado em papel aluminio, sendo
devidamente identificado e armazenado a temperatura de -20°C.

3.3. Extracao e quantificacdo do DNA

A extragcdo de DNA da massa micelial foi realizada conforme o protocolo
SDS modificado, proposto por Cardenas et al. (2012). Posteriormente, o teste de
qgualidade foi realizado através de eletroforese em gel de agarose 0,8% com 10 pL
de solucdo de DNA (5 puL de DNA + 5 pyL de corante azul bromofenol - Loading
buffer). A quantificacdo do DNA foi realizada em fluorimetro Quant-iT'™ e diluido com
TE para uma concentracdo final de 40ng/uL. Apés a diluicdo, as amostras foram

armazenadas em freezer a — 20°C, para posteriores reagoes.

3.4. Amplificagao das regides ITS

As regibes ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foram submetidas a PCR para a
amplificacdo, utilizando os iniciadores ITS1F (5 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
3’) (Gardes e Bruns, 1993) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (White et al.,
1990). A escolha do iniciador ITS1F foi devido a este ser especifico para fungos, de
acordo com Gardes e Bruns,1993.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador Techne, modelo TC-
412; o programa utilizado foi nas seguintes condicfes: uma fase de desnaturacéo
inicial a 94°C por 1 min, seguidos por 30 ciclos, consistindo cada ciclo de uma etapa
de desnaturacdo a 94°C por 15 s, uma etapa de anelamento a 55-58°C por 15 s e
uma etapa de extensdo a 72°C por 15 s e, por fim, uma extenséao final de 72°C por 7
min e mantidas em 4°C. Para cada reacdo foram utilizados os componentes
conforme estdo descritos no Quadro 3. Desta forma, a reacdo de amplificacao foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2%, contendo 4 pL da reacdo de PCR

e 3 uL de corante Loading buffer.
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Quadro 3 - Condicdo otima de reacdo de amplificacdo do DNA e respectivas
concentracoes

Reagentes Concentracdo do estoque  Volume (uL) Concentracéo final

H,O ultra pura - 26,8 —

Buffer 10X 5,0 1X

MgCl, 50 mM 3,0 3mM
dNTPs 100 mM 5,0 0,2 mM
Iniciador ITS1F 100 mM 2,5 5mM
Iniciador ITS4 100 mM 2,5 5mM

Taq polimerase 5U/uL 0,2 1U

DNA — 5,0 40ng
TOTAL - 50,0 -

Um marcador de 100 pb foi utilizado (Ladder - Invitrogen) como padréo. O
gel foi submetido a um campo elétrico, até a completa migracdo do DNA. Os
fragmentos de DNA amplificados foram corados com sybr® safe e as amplificacdes
foram visualizadas sob luz UV e fotografadas com o sistema de fotodocumentacéo
L-PIX Image EX Model (Loccus Biotecnologia, Loccus do Brasil, Cotia, SP, Brasil).

3.5. Purificacdo dos fragmentos amplificados

Os produtos de amplificacdo correspondentes as regides ITS do rDNA dos
isolados de C. lindemuthianum foram purificados utilizando-se o Kit PureLink PCR
Purification Kit (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante, para
posterior sequenciamento. Apos a purificacdo, os fragmentos de DNA foram
fracionados em gel de agarose a 2%, contendo 1uL de corante Loading buffer e 4 pL
dos produtos purificados, utilizando 4 pL do marcador de peso molecular Low DNA

Mass Ladder e 1 pL de Loadind Dye, para a visualizagao da qualidade.

3.6. Sequenciamento e analises das sequéncias das regides ITS

No sequenciamento das regides ITS do rDNA foi utilizado o Big Dye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Duas reacdes foram feitas por amostra: uma
utilizando o iniciador ITS1F e outra o iniciador ITS4 para sequenciamento da fita

complementar.
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O volume total da reacdo por amostra foi de 7,5 L, contendo 5 pL do
produto purificado e 2,5 pL de cada iniciador (Forward e Reverse), adicionados em
tubos de 0,2 mL. As amostras foram enviadas para sequenciamento, no Centro de
Estudos do Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de Sao Paulo
(USP).

As sequéncias foram obtidas pelo uso do sequenciador ABI 3730 DNA
Analyser com a tecnologia Life Technologies — Applied Biosystems. Apds o
sequenciamento, através do Programa BioEdit Sequence Alignment Editor versao
7.2.5 (Hall, 1999), cada sequéncia foi editada para a visualizagdo da sequéncia do
DNA e, ap6s a inversdo da sequéncia complementar, esta foi alinhada para gerar o
arquivo de sequéncia FASTA, para analise posterior.

Estas sequéncias FASTA foram utilizadas para encontrar homologia de até
100% com as sequéncias obtidas no banco de dados GenBank, através do
Programa Mega 5.2.2 (Tamura et al.,, 2011), mediante a opcao BLAST, para
posterior alinhamento das sequéncias multiplas.

Os alinhamentos das sequéncias multiplas foram processados no Programa
BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.2.5, para a comparacao de dados das
sequéncias, que permitiu posicionar e identificar as diferencas como SNPs.
Posteriormente, mediante o programa Mega 5.2.2 procedeu-se a constru¢cdo da
arvore filogenética, com um “bootstrap” de 10.000 replicacbes pelo método de
Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987). Na construcdo da matriz de distancias

utilizou-se do método de Tamura et al. (2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos de PCR obtidos através da amplificacdo das regides ITS1, gene
5.8S e ITS2 do rDNA, dos isolados de C. lindemuthianum apresentaram fragmentos
com tamanho de 600 pares de base (pb) (Figura 2). Resultados similares foram
obtidos na amplificacdo de regifes ITS de isolados de C. lindemuthianum oriundos
de varias localidades dos continentes americano e europeu (Balardin et al., 1999).

As sequéncias de DNA das regides ITS obtidas dos 17 isolados de C.
lindemuthianum da raca 65 foram comparadas as sequéncias de outros organismos

disponiveis em bancos de dados publicos (http://www.ncbi.nin.nih.gov), o que

propiciou a obtencdo das relagbes filogenéticas entre os isolados obtidos. A
ferramenta BLAST foi utilizada para esta comparacdo (Altschul et al.,, 1997). As
regides ITS1 e ITS2 apresentaram um tamanho de 154 e 159 nucleotideos,
respectivamente. A regido 5.8S apresentou tamanho de 159 nucleotideos. Através
do BLAST foi possivel observar similaridade de 99% entre os 17 isolados e entre o0s
isolados obtidos no BLAST.

L1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

600 pb —>

Figura 2 - Produtos de PCR amplificados das regides ITS1, 5.8S e ITS2 dos 17
isolados de C. lindemuthianum da raca 65. L: Ladder 100 pb; isolados 1 a 3: estado
do Mato Grosso; isolado 4: Minas Gerais; isolado 5: Parand; isolados 6 a 12: estado
de Santa Catarina; isolados 13 ao 16: estado de S&o Paulo; isolado 17: Santa
Catarina.

As sequéncias das regides ITS1-5.8S-ITS2 dos 17 isolados da raca 65 que

foram geradas pelos dados de sequenciamento, foram comparadas com as
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sequéncias obtidas do banco de dados do GenBank que apresentaram, no minimo,
90% de similaridade (Figura 3).

4.1. Identificagcdo de SNPs — Single nucleotide polymorphisms

A Figura 3 apresenta os resultados do alinhamento das sequéncias de DNA
dos 17 isolados da raca 65 analisados no presente estudo e as sequéncias obtidas
do GenBank. A sequéncia da raca 23 foi escolhida como referéncia, porque
apresentou 100% de similaridade com os isolados 2, 6, 7, 10 e 11 pertencentes a
ragca 65 e 99% de similaridade com os demais 12 isolados presentes neste estudo.

Na regido ITS1 o isolado 3 do estado do Mato Grosso apresentou um SNP
na posicado 79, onde ocorreu a troca de C por T. O isolado 8 de Santa Catarina,
apresentou 3 SNPs, uma troca de C por A na posi¢cao 83, uma troca de G por T na
posicdo 119 e uma troca de G por A na posicdo 199. O isolado 4 do Parana
apresentou um SNP na posicdo 120, onde ocorreu a troca de G por C e o isolado 14
de Sao Paulo apresentou 3 SNPs, uma troca de G por T na posi¢ao 119, uma troca
de A por G na posicao 156 e uma troca na posicado 199 de G por A. As sequéncias
dos isolados 9, 12, 15, 17, Raca 2, isolados R23 e R23.19 apresentaram na regiao
ITS1 um SNP, sendo na posicdo 119, onde ocorreu a troca de G por T.
Considerando a posicdo 199 na Figura 3, observa-se que os isolados 9, 12, 13, 15,
Raca 2, R23 e R23.19 apresentaram um SNP na regido ITS1, ocorrendo a troca de
G por A.

Balardin et al. (1997) reportaram que isolados pertencentes a mesma raca
fisiol6gica de regifes distintas podem apresentar variabilidade genética. Analisando
a figura 3, verificamos na regido ITS2 a troca de C por A, na posi¢cdo 501, nas
sequéncias dos isolados 8, 9, 12, 14, 15, 17, Raca 2, R23 e R23.19. O isolado 4 do
Parana na posicao 480 apresentou uma troca de G por A e o isolado 16 de Sao
Paulo apresentou 3 SNPs, um na posi¢cédo 435, uma troca de C por G, na posi¢ao
436, uma troca de G por A e na posi¢cdo 470 uma troca de A por C.

Resultados similares foram obtidos por Balardin et al. (1999) que, ao
analisarem sequéncias de 14 isolados de C. lindemuthianum detectaram
variabilidade na regido ITS2. Os referidos autores observaram que isolados de C.

lindemuthianum, com o mesmo fendtipo de viruléncia, diferiram quanto a
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variabilidade molecular como, por exemplo, as racgas 7, 17, 31 e 73, coletadas em
diferentes localidades da Argentina, Brasil, Canada, Colémbia, Costa Rica,
Republica Dominicana, Honduras, México, Holanda, Peru e Estados Unidos.

O Quadro 4 apresenta um resumo com as posi¢cdes dos SNPs que foram
identificados nas regides ITS1 e ITS2 dos isolados da raca 65 e das sequéncias
obtidas do GenBank. Os isolados 9 e 12 do estado de Santa Catarina e o isolado 15
de S&o Paulo apresentaram os mesmos SNPs nas posicfes 119, 199 e 501.

Osisolados 1, 2, 5, 6, 7, 10, 11, Raca 17, Raca 23, Raca 31, Raca 73, Raca
89, Raca 1096, Recl15, R2047 e MAFF 303590 nao exibiram a presenca de SNPs;

portanto, ndo se observou divergéncias entre eles e entre os demais isolados.

Quadro 4 - SNPs identificados nas sequéncias das regides ITS dos isolados da raca
65 de Colletotrichum lindemuthianum e das sequéncias obtidas do GenBank

Isolados Raca 65

Posicio Rgga 3489 12 13 14 15 16 17 Raz‘?a 'Sg'g‘go lagé?]r;‘r'ia t(r:i%:ii SNP
58 T - - - - - - o oo : i c TIC
79 C T - - - - - - - - - : . - o
80 A - - T T AT
83 C - - A - - - - - - - : . - CA
19 G - -TT T - T T - T T T : -G
120 G -C - - - - - - GIC
199 G - -AAA A A A A A A A GIA
43 C - - - - - - - - G - - : . - CIG
43 G - - - - - - - - A - - : . - GIA
470 A - - C AIC
480 G - A - - - - - - - o : . - GIA
500 C --AAA - A A - A A A : - CIA
519 A - - - - - - . oo . C c AC

Os isolados 1 e 2, pertencentes ao estado de Mato Grosso, foram similares
entre si, enquanto que o isolado 3 obteve 1 SNP na regido ITS1 diferente dos
demais isolados da raca 65. Os isolados 1, 2 e 3 sdo provenientes do mesmo
Municipio, o que demonstra ocorrer variabilidade genética no fungo C.

lindemuthianum, mesmo quando oriundos da mesma regiao.
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Figura 3 - Alinhamento das sequéncias das regifes ITS (direcdo 5- 3") dos isolados de C. lindemuthianum. (.) Indica
similaridade em relacdo a raca 23; (~) Indica introducéo de gap. As sequéncias do ITS1, gene 5.8S e ITS2 encontram-se na
posicdo: 48-201, 202-360 e 361-519, respectivamente.



Thomazella et al. (2002) utilizaram marcadores RAPD para estudar a
variabilidade genética em diferentes isolados da raca 65 coletada no estado do
Paranad. Da mesma forma, isolados caracterizados como raca 65, com base na
reacdo das 12 cultivares diferenciadoras, diferiu quanto a patogenicidade em varios
genotipos de feijdo comum.
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Figura 4 - Arvore filogenética dos isolados da raca 65 de C. lindemuthianum e das
sequéncias obtidas do GenBank com base nas regides ITS.

No presente estudo, o isolado 4 do estado de Minas Gerais foi 0 mais
dissimilar em comparacéao a todos os demais isolados da raca 65 avaliados, o que
comprova a variabilidade dentro desta raca. Por outro lado, o isolado 5 do estado do
Parana foi similar aos isolados 1 e 2 do estado do Mato Grosso e 6, 7, 10 e 11 de
Santa Catarina.
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Quadro 5 - Distancia genética (%) entre os pares de isolados de Colletotrichum lindemuthianum. Isolados 1 a 3: estado do Mato
Grosso; isolado 4: estado de Minas Gerais; isolado 5: Parang; isolados 6 a 12 e 17: estado de Santa Catarina; isolados 13 ao 16:
estado de Sdo Paulo; isolados 18 ao 32: sequéncias do GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1
2 0.736
3 0.721 0.745
4 0.711 0.677 0.743
5 0.745 0.634 0.751 0.668
6 0.755 0.696 0.726 0.704 0.721
7 0.734 0.002 0.745 0.674 0.636 0.694
8 0.702 0.753 0.698 0.747 0.738 0.745 0.753
9 0.698 0.749 0.696 0.747 0.734 0.743 0.749 0.009
10 0.719 0.745 0.009 0.740 0.751 0.730 0.745 0.696 0.691
11 0719 0.734 0.772 0.736 0.747 0.762 0.734 0.717 0.717 0.772
12 0.691 0.753 0.704 0.749 0.738 0.749 0.753 0.011 0.011 0.700 0.715
13 0.753 0.755 0.711 0.764 0.728 0.762 0.757 0.723 0.721 0.713 0.711 0.723
14 0700 0.753 0.702 0.749 0.738 0.745 0.753 0.009 0.009 0.700 0.717 0.013 0.726
15 0.696 0.749 0.700 0.745 0.734 0.745 0.749 0.006 0.004 0.696 0.717 0.009 0.726 0.006
16 0.745 0.666 0.755 0.670 0.040 0.715 0.664 0.732 0.728 0.755 0.753 0.732 0.732 0.732 0.728
17 0.685 0.753 0.700 0.745 0.736 0.743 0.751 0.026 0.023 0.700 0.711 0.028 0.728 0.026 0.019 0.728
18 0.740 0.798 0.745 0.732 0.766 0.766 0.798 0.730 0.734 0.745 0.713 0.732 0.721 0.732 0.732 0.764 0.736
19 0.698 0.757 0.700 0.749 0.736 0.747 0.757 0.009 0.009 0.698 0.717 0.015 0.726 0.011 0.009 0.730 0.023 0.730
20 0.736 0.730 0.713 0.755 0.764 0.779 0.730 0.709 0.709 0.713 0.715 0.706 0.704 0.709 0.706 0.779 0.706 0.774 0.711
21 0715 0.781 0.723 0.762 0.745 0.734 0.779 0.711 0.715 0.721 0.706 0.715 0.734 0.713 0.715 0.732 0.719 0.713 0.715 0.700
22 0715 0.781 0.723 0.762 0.745 0.734 0.779 0.711 0715 0.721 0.706 0.715 0.734 0.713 0.715 0.732 0.719 0.713 0.715 0.700 0.000
23 0738 0.762 0.711 0.779 0.757 0.723 0.762 0.770 0.762 0.711 0.757 0.762 0.745 0.768 0.766 0.753 0.770 0.728 0.766 0.726 0.743 0.743
24 0715 0.781 0.723 0.762 0.745 0.734 0.779 0.711 0.715 0.721 0.706 0.715 0.734 0.713 0.715 0.732 0.719 0.713 0.715 0.700 0.000 0.000 0.743
25 0730 0.706 0.734 0.751 0.732 0.774 0.709 0.772 0.768 0.732 0.723 0.768 0.717 0.768 0.766 0.734 0.764 0.749 0.770 0.738 0.753 0.753 0.755 0.753
26 0728 0.747 0.755 0.732 0.738 0.738 0.747 0.734 0.738 0.757 0.757 0.738 0.760 0.734 0.736 0.740 0.736 0.755 0.732 0.753 0.732 0.732 0.736 0.732 0.749
27 0726 0.747 0751 0.732 0.743 0.743 0.747 0.734 0.738 0.753 0.757 0.738 0.757 0.734 0.736 0.745 0.736 0.753 0.732 0.751 0.732 0.732 0.738 0.732 0.749 0.004
28 0732 0.709 0.734 0.749 0.732 0.774 0.711 0.768 0.764 0.732 0.721 0.764 0721 0.764 0.762 0.734 0.760 0.747 0.766 0.734 0.757 0.757 0.753 0.757 0.006 0.747 0.747
29 0.755 0.764 0.719 0.751 0.772 0.755 0.764 0.753 0.755 0.719 0.770 0.757 0.715 0.749 0.753 0.783 0.757 0.698 0.755 0.751 0.755 0.755 0.768 0.755 0.770 0.736 0.734 0.768
30 0.734 0.755 0.736 0.772 0.726 0.753 0.755 0.734 0.730 0.736 0.747 0.726 0.745 0.732 0.730 0.730 0.736 0.736 0.732 0.706 0.757 0.757 0.557 0.757 0.749 0.740 0.738 0.747 0.755
31 0721 0.762 0.715 0.764 0.785 0.745 0.760 0.738 0.736 0.713 0.743 0.734 0774 0.736 0.736 0.777 0.732 0.772 0.734 0711 0.732 0.732 0.772 0.732 0.791 0.700 0.702 0.791 0.728 0.743
32 0779 0.764 0.755 0.762 0.753 0.747 0.764 0.743 0.743 0.755 0.794 0.745 0.768 0.745 0.745 0.743 0.740 0.785 0.736 _0.783 0.747 0.747 0.734 0.747 0.798 0.760 0.762 0.802 0.751 0.736 _ 0.755




Estudos conduzidos por Talamini et al. (2006) demonstraram a presenca de
variabilidade genética entre e dentro de isolados pertencentes a raca 65
provenientes do estado de Minas Gerais. Da mesma forma, Gongalves-Vidigal e
Kelly (2006) relataram que um isolado da ragca 65 superou a resisténcia da cultivar
BAT93, a qual diferiu da racga 65, utilizada por Alzate-Marin et al. (2007), para o qual
BAT93 mostrou resisténcia.

Ao comparar a sequéncia das regides ITS1 e ITS2 do isolado R23.19 com
as sequéncias dos isolados 8, 9 e 12 do estado de Santa Catarina, constatou-se que
estes isolados sdo similares. As sequéncias da raca 2047 foram similares as
sequéncias dos isolados 5 do estado do Parana e os isolados 6, 7, 10 e 11 do
estado de Santa Catarina, demonstrando a existéncia de similaridade entre os
diferentes isolados. Resultados similares foram obtidos por Moriwaki et al. (2002),
em estudos envolvendo o isolado MAFF 305390.

O isolado 16 do estado de Sao Paulo apresentou apenas um SNP na regiao
ITS2 e, dessa forma, se mostrou divergente de todos os isolados da raca 65 e as
demais sequéncias obtidas no BLAST. Por sua vez, o isolado 4 do estado de Minas
Gerais obteve 1 SNP na regido ITS1 e 1 SNP na regido ITS2, sendo este isolado
dissimilar a todos os isolados.

O gene 5.8S apresentou uma troca de nucleotideo nos isolados 9 (T por G
na posicao 266) e 16 (C por A na posicao 296) dos estados de Santa Catarina e Sao
Paulo, respectivamente. Os isolados de Santa Catarina, 6 e 7 do municipio
Guatambu, 10 e 11 do municipio Campos Novos, foram similares entre si, e os
isolados 8 e 9 do municipio Ponte Serrada e o isolado 12 de Ituporanga,
apresentaram as mesmas divergéncias entre os demais isolados da raca 65; apenas
0 isolado 8 apresentou um SNP na regido ITS1, que evidencia a presenca da
variabilidade genética dentro da raca 65.

A espécie Colletotrichum orbiculare, seu teleomorfo Glomerella lagenaria e a
espécie Colletotrichum trifolii apresentaram 99% de similaridade com os isolados 1 e
3 do estado de Mato Grosso e isolado 6 de Santa Catarina, porém apresentaram
insercado de 3 nucleotideos na regido ITS1, podendo esta diferenca ser observada
na Figura 3.

De acordo com Liu et al. (2007), a espécie Colletotrichum orbiculare que

causa antracnose em cucurbitaceas e o C. lindemuthianum apresentam uma estreita
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relacdo filogenética, porém séo diferentes quando comparado o DNA mitocondrial.
Todos os membros do grupo Colletotrichum séo caracterizados por conidios reto,
curtos e largos e com pequeno apressorio (Sutton, 1980), porém, divergéncias
ocorreram com relagéo a classificagdo de C. lindemuthianum, devido ao alto nivel de
diferenciacdo na morfologia dos esporos. Mordue (1971) e Cannon et al. (2000)
caracterizaram os conidios de Colletotrichum lindemuthianum como longo e estreito
de varios tamanhos, enquanto Sutton (1980) relatou conidios curtos, largos e
esféricos no grupo Colletotrichum, que sdo universalmente considerados tipicos do
complexo orbicular.

A maior variabilidade entre os 17 isolados de C. lindemuthianum da raca 65
foi observada na regido ITS1. De um total de 11 SNPs detectados, seis SNPs
ocorreram na regido ITS1, enquanto cinco alteracdes de nucleotideos foram
encontradas na regiao ITS2. Sherriff et al. (1994; 1995) encontraram resultados

similares em relacdo a regido ITS2, comparando espécies de Colletotrichum.

4.2. Similaridade e dissimilaridade

Os resultados das andlises das sequéncias ITS, tendo como base a
metodologia proposta por Tamura et al. (2011), com o auxilio do Programa Mega,
demonstraram que a maior distancia genética ocorreu entre os isolados 10 e 11
da raca 65, provenientes de Santa Catarina, cuja magnitude foi de 0,772 (Quadro
5). Elevada dissimilaridade também foi observada entre os isolados 3 e 11,
oriundos do Mato Grosso e de Santa Catarina, respectivamente, da mesma
magnitude de 0,772. Por sua vez, os isolados mais similares foram 2 e 7, coletados
no Mato Grosso e em Santa Catarina, cuja distancia genética foi de 0,002 (Quadro
5). Estes resultados permitem concluir que existe ampla variabilidade genética entre
e dentro da raca 65 de C. lindemuthianum.

Davide e Souza (2009) realizaram um estudo para avaliar a variagao
patogénica dentro da raca 65. Seis isolados coletados no estado de Minas Gerais
foram inoculados nas 12 cultivares diferenciadoras para a antracnose e em sete
cultivares comerciais, para avaliar a resisténcia genética. As sete -cultivares

comerciais utilizadas apresentavam-se ora como resistentes ora como suscetiveis a
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raga 65, dependendo do isolado inoculado, evidenciando a existéncia da variagédo
patogénica dentro da raca 65.

Os isolados 15 do estado de S&o Paulo e 9 do estado de Santa Catarina
apresentaram distancia de 0,004. Os isolados 15 e 8, respectivamente, coletados em
S&o Paulo e em Santa Catarina e os isolados 15 e 14, coletados em Sao Paulo,
apresentaram distancia de 0,006. Trés isolados da raca 65 coletadas no estado de
Santa Catarina (8, 9 e 12) e dois de Sao Paulo (14 e 15) apresentaram as distancias
0,009 entre eles (Figura 4). Os isolados 9, 12 e 15 foram agrupados no grupo
filogenético Il, com base nas regides ITS, o que demonstra serem geneticamente
similares (Quadro 5). Os isolados da raca 65, pertencentes ao estado de Sao Paulo
13, 14, 15 e 16, apresentaram diferencas entre eles, sendo o isolado 16 o mais
dissimilar, pois apresentou SNPs na regido do gene 5.8S e na regido ITS2
diferenciando este de todos os isolados desta raca, o que confirma a alta
variabilidade genética dentro da raca 65.

Carbonell et al. (1999) realizaram um trabalho visando avaliar a reacdo a
antracnose de cultivares recomendadas para o estado de S&do Paulo e identificar
diferentes racas de C. lindemuthianum. Foram identificadas nove racas, com o
predominio das racas 65, 81 e 89. No entanto, ao inocularem dois isolados da raca
31, dois da raga 65 e trés da raca 81, em cultivares recomendadas para o plantio no
estado, verificaram diferencas dentro de racas, sugerindo que o conjunto de
cultivares diferenciadoras de C. lindemuthianum n&o era suficiente para a
diferenciacdo da diversidade de patogenicidade dos isolados avaliados, devido a
possiveis interacdes e combinacdes génicas existentes entre 0S genes para
resisténcia ao patégeno.

De acordo com Alzate-Marin et al. (2001), em estudos de variabilidade
genética de patotipos de C. lindemuthianum, um amplo polimorfismo foi encontrado
entre os isolados, o qual pode ser utilizado em estudos de diversidade genética

entre patotipos.

4.3. Agrupamentos

A arvore filogenética baseada nas sequéncias das regides ITS1e ITS2
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revelou a separacéo dos isolados em dois grupos distintos, com a presenca de um
subgrupo.

O Grupo | foi composto pelos isolados 2, 5, 6, 7 e 16 da raca 65, os isolados
das racas R23, R2047, Raca 89 e Colletotrichum orbiculare e C. trifolii. Por sua vez,
o Grupo Il foi formado pelos isolados 1, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15 e 17 da raca 65,
o isolados Raca 17, Raca 2, MAFF 305390, R23.19, Rec15 e um subgrupo formado
pelo isolado 11, oriundo do estado de Santa Catarina, e as Racas 23, 31, 73 e 1096.

Balardin et al. (1997), em estudos feitos com 138 isolados, demostraram que
a raca 65 estava presente em 14% das amostras coletadas no Brasil e Estados
Unidos. Polimorfismo molecular foi observado entre os isolados das racas 65 e 73,
dentro e entre 0s paises, exceto entre os isolados brasileiros da raca 65.

No grupo | os isolados 2 e 7 estdo muito préximos, fato confirmado pela
distancia genética estimada entre eles. Pode-se observar na Figura 4, que no grupo
Il os isolados 3 e 10, pertencentes ao estado de Mato Grosso e Santa Catarina,
respectivamente, estdo proximos entre si e distantes do isolado 11 de Santa
Catarina. Ishikawa et al. (2008), trabalhando com 13 isolados da ragca 65 do estado
de Minas Gerais, oriundos de diversas regides e de diferentes anos de cultivos,
verificaram a formacédo de 11 grupos distintos por meio da arvore filogenética, o que
demonstra a existéncia da variabilidade dentro da raca 65.

Damasceno e Silva et al. (2007) utilizaram cultivares diferenciadoras e
marcadores RAPD a fim de verificar se a grande variabilidade do patégeno € devido
a diferencas entre ou dentro de racas e, adicionalmente, estudar a distribuicdo de
isolados de C. lindemuthianum oriundos de diferentes regides produtoras de feijao
do estado de Minas Gerais. Os autores identificaram 10 racas, incluindo a raca 337,
até entdo ndo detectada no Brasil, entre os 48 isolados estudados. A raca 65,
seguida das racas 81 e 73, foram as mais frequentes nas regides produtoras. A
partir de dados obtidos por meio de um dendrograma, verificaram isolados
pertencentes a mesma raca, classificados em grupos diferentes, como no caso dos
isolados da raca 65, encontrados nos grupos Il e lll. Estes autores relatam que a
maioria da variabilidade foi detectada dentro de racas, o que demostra a alta

diversidade genética do patégeno causador da antracnose.
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No presente estudo, verificou-se que a maior diferengca foi revelada no
isolado 16 da racga 65, oriundo do estado de Sao Paulo, apresentando 3 SNPs na
regido ITS2 e 1 SNP no gene 5.8S, diferente de todos os demais isolados da raca 65
e das sequéncias obtidas no banco de dados GenBank. Segundo Carbonell et al.
(1999) e Davide e Souza (2009), algumas cultivares de feijdo comum sao resistentes
a certos isolados e suscetiveis a outros de C. lindemuthianum pertencentes a uma
mesma raca.

Este fato permitiu concluir que existe divergéncia genética dentro das racas,
inclusive na raga 65. Assim sendo, os resultados obtidos no presente trabalho
permitem inferir que o estudo com base no padrdo de viruléncia ndo € suficiente

para determinar a variabilidade do patégeno.
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5. CONCLUSOES

Na avaliacdo dos 17 isolados de C. lindemuthianum da raca 65 a maior
variabilidade foi observada na regiao ITS1. De um total de 11 SNPs detectados, seis
SNPs ocorreram na regido ITS1, enquanto que cinco alteracdes de nucleotideos
foram encontradas na regido ITS2.

Os isolados mais dissimilares, em relagéo a todos os outros isolados da raca
65 e das sequéncias obtidas no banco de dados GenBank, foram o isolado 16 da
raca 65 (Sao Paulo), que apresentou 3 SNPs na regido ITS2 e 1 SNP no gene 5.8S,
e o isolado 4 (Minas Gerais), que apresentou 2 SNPs, sendo um na regido ITS1 e
um na regiao ITS2.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram elevada variabilidade a nivel
molecular entre isolados da raga 65 de C. lindemuthianum estudados. Ressalta-se,
também, a importancia das regides ITS para a caracterizacado e diferenciacdo de

isolados de C. lindemuthianum em nivel molecular.
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