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RESUMO

A diversidade genética de Crinipellis perniciosa foi avaliada quanto a capacidade
adaptativa de diferentes gendtipos a dispersdo geogréfica e a associagdo preferencial ou
diferencial com hospedeiros. Isolados polisporicos de C. perniciosa provenientes de
diferentes Estados brasileiros (AM, RO, MG, BA, SP, MT e PA) e diferentes
hospedeiros (Theobroma cacao L., Solanum cernuum, Solanum paniculatum, Solanum
grandiflorum L., Solanum e lianas), foram analisados pelas técnicas de compatibilidade
somatica (SCG - Somatic Compatibility Group), através de reacGes de compatibilidade
e/ou incompatibilidade, o uso de gel de eletroforese de proteinas totais, velocidade de
crescimento, ELISA e Western Blot. Os diversos isolados foram agrupados com base em
conjuntos de dados sobre suas caracteristicas genéticas, identificando-se agrupamentos
de acordo com a dispersdo geografica e hospedeiros de onde foram isolados. Foram
construidos dois dendogramas pelo teste de compatibilidade permitindo classificar os
isolados em trés grupos: i)grupo formado pelos isolados de Ronddnia e Paré e ii) grupo
formado pelos isolados de Ronddnia, Para e Amazonas e o iii) grupo formado pelo
isolado de Mato Grosso; 0 segundo teste separou os isolados em dois grandes grupos: i)
grupo formado pelos isolados da Bahia, Minas Gerais, Sd&o Paulo, Mato Grosso e

Ronddnia e ii) grupo formado pelo isolado do Pard. O dendograma criado pelo perfil
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protéico permitiu agrupar os isolados em trés grupos, de acordo com 0 hospedeiro e
regido de origem: (1) grupo formado pelo isolado de Theobroma cacao de Ouro Preto
D’Oeste; (2) grupo constituido pelos isolados de Theobroma cacao da Bahia e os
diversos isolados de Solanaceae do Estado de Minas Gerais, Bahia e Sdo Paulo e grupo
(3) formado pelo isolado de Lianas (cip6s). De forma geral, conclui-se que ha ampla
diversidade genética entre os isolados de C. perniciosa provenientes das diferentes
regides brasileiras e em relacdo aos hospedeiros, comprovando-se haver elevada
capacidade adaptativa caracterizada pela prevaléncia em ambientes diversos e pela
disseminacdo a longas distancias geograficas. H& também indicativos de que a
velocidade de crescimento do fungo pode ser um dos fatores importantes para assegurar
a colonizacdo, ja que e correlacionada com a dispersdo geografica, e também, para a

selecdo de bidtipos patogénicos e para a variabilidade genética do fungo.
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SUMMARY

The genetic diversity of Crinipellis perniciosa was evaluated how much to the capacity
of adaptation of different genotypes to the geographic dispersion and the preferential or
distinguishing association with hosts. Polisporics isolated of C. perniciosa proceeding
from different Brazilian States (AM, RO, MG, BA, SP, MT e PA) and different hosts
(Theobroma cacao L., Solanum cernuum, Solanum paniculatum, Solanum grandiflorum
L., Solanum and lianas), had been analyzed by the techniques of somatic compatibility
(SCG - Somatic Compatibility Group), through reactions of compatibility and/or
incompatibility, the gel use of proteins electrophoresis, speed of growth, ELISA and
Western Blot. Diverse the isolated ones had been grouped on the basis of different data
on its genetic characteristics, identifying to groupings in accordance with the geographic
dispersion and hosts of where they had been isolated. Two dendrogramas for the
compatibility test had been constructed allowing to classify the isolated ones in three
groups: i)group formed by isolated of Rondénia and Para and ii) group formed for the
isolated ones of Rond6nia, Pard and Amazonas and iii) group formed for the isolated one

of Mato Grosso; as the test separated the isolated ones in two great groups: i) group
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formed for isolated of the Bahia, the Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso and
Ronddnia and ii) group formed for the isolated one of Par4. The dendrograma created by
the protein profile allowed to group the isolated ones in three groups, in accordance with
the host and region of origin: (1) group formed for isolated of Theobroma cacao of Ouro
Preto D'Oeste; (2) group consisting of isolated of Theobroma cacao of the Bahia and
diverse the isolated ones of Solanaceae of the State of Minas Gerais, Bahia and S&o
Paulo and group (3) formed by the isolated one of Liana. Of general form, it is
concluded that it has ample genetic diversity enters the isolated ones of C. perniciosa
proceeding from the different Brazilian regions and in relation to the hosts, proving to
have high capacity of adaptation characterized by the prevalence in diverse
environments and the dissemination the long geographic distances. It has also indicative
of that the growth speed can be one of the factors important to assure the correlated
settling since with the geographic dispersion, favors new biotypes, important factor for
the genetic variability of fungus.



1 INTRODUCAO

O fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer é o agente causal da doenca
conhecida como vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) e de outras
espécies como solanaceas e de vérios tipos de Lianas (cip6s). Nestes hospedeiros na
floresta da bacia Amazoénica sdo de ocorréncia endémica e tém causado severa redugéo
na producdo do cacaueiro em paises produtores de cacau da América do Sul (Bolivia,
Equador, Peru e Venezuela), e nas ilhas do Caribe (Trinidade, Tobago e Granada). Em
maio de 1989, esse fungo foi detectado como patdgeno pela primeira vez na regiao
cacaueira do sul da Bahia, principal regido produtora de cacau no Brasil. As perdas
provocadas pela vassoura-de-bruxa podem reduzir a producao em até 90% e no sudeste
do Estado da Bahia, a producéo j& sofreu perdas significativas de até 75% causando a
extincdo de grandes areas produtivas e remanescentes da Mata Atlantica, que foram
transformadas em pastagens. O aparecimento desta doenca, na principal regido
produtora do Brasil, trouxe para os produtores mais um motivo de preocupacgéo face aos
baixos precos do cacau nos mercados interno e externo.

O controle da vassoura-de-bruxa utiliza métodos fisicos, quimicos e biolégicos, e
preferencialmente os métodos integrados com énfase na utilizacdo de variedades
resistentes ao patdgeno, por ser um método barato, eficiente e acessivel aos produtores.

E sabido que os agentes fitopatogénicos apresentam em comum caracteristicas de
alta variabilidade. Como resultados de variacdo em todos eles, sdo encontrados em
qualquer populacdo de patdégenos muitos bidtipos que diferem entre si em varias
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas e genéticas. Para o desenvolvimento de
estratégias de controle eficientes demandam-se estudos sobre a taxonomia, variabilidade

e especificidade do hospedeiro quanto aos diversos isolados de Crinipellis perniciosa.



A multiplicacdo de Crinipellis perniciosa € sexuada e isto favorece o
aparecimento de variagdes genéticas e infeccdes multiplas facilitam as trocas geneticas
do patogeno dentro dos tecidos infectados do hospedeiro. A colonizacdo de diferentes
espécies de hospedeiros deve contribuir para a selecdo de genétipos e conseqiiente alta
variabilidade.

Embora existam informagcfes sobre a biologia de Crinipellis perniciosa,
considera-se importante correlacionar capacidade adaptativa dos isolados em funcgéo da
prevaléncia de bidtipos genéticos ou de hospedeiros preferenciais, um aspecto da
questdo que vem merecendo atencdo principalmente no estudo da resisténcia ao
patogeno. Por outro lado, entendendo que o conhecimento da variabilidade deste fungo é
importante para esta e outras aplicacfes, procurou-se neste trabalho avaliar o grau de
diversidade genética entre os isolados polisporicos de C. perniciosa procedentes de
diferentes regides brasileiras e associados a varios hospedeiros visando identificar
fatores de dispersdo, de associacdo preferencial ou diferencial entre patdgenos e
hospedeiros.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O fungo Crinipellis perniciosa Stahel (Singer), pertence a divisdo Eumycota,
subdivisdo Basidiomicotina, ordem Agaricales e familia Tricholomataceae, que €
constituida de espécies com basidiomas pileados, lignicolas, os quais sdo capazes de
reativacao apés o secamento quando sdo umedecidos (Viana, 2001).

O fungo C. perniciosa € um fungo hemibiotréfico com dois tipos de micélios: em
tecidos verdes, o micélio é espesso com 5-8um, biotréfico ou parasitico e sem a
formacdo de grampo de conexdo, crescendo intercelularmente, enquanto que em tecidos
secos (vassouras secas), o micélio é saprofitico ou necrotréfico, cresce inter e
intracelularmente, sendo menos espesso (1,5-5um), apresentando grampo de conexao
(Niella, 2000a; Viana, 2001). Também Evans & Bastos (1979) e Evans (1980), ja
haviam observado que este fungo possui dois micélios distintos, que podem ser
separados morfologica, fisiologica e geneticamente. O micélio monocaridtico €
parasitico, sem grampos de conexdo e encontrado somente em tecidos vivos infectados.
O micélio dicaridtico é saprofitico ou necrotrofico, tem grampos de conexdo e é
encontrado em tecidos mortos e meio de cultura. Baseando-se nestas observacdes, pode-
se concluir que o tubo germinativo ou promicélio, desenvolvido “in vitro” na auséncia
do hospedeiro, corresponde a fase monocariotica parasitica que induz a infecgdo e que
da origem, por anastomose, a fase dicaridtica, saprofitica (Bastos, 1989). Foi observado
in vitro por Delgado & Cook (1976) que o micélio monocaridtico tem uma vida curta e
entra em colapso dentro de 24 horas, enquanto o micélio secundario persiste na fase
dicariotica.

Basidiosporos de C. perniciosa sdo conhecidos como os Unicos propagulos

infectivos deste patogeno e geralmente, a germinacdo dos basidiésporos se da



rapidamente apds uma hora em atmosfera saturada de umidade e se completa quatro
horas depois. A disseminacdo do fungo Crinipellis perniciosa pode ser feita via
basididsporos e pelo micélio saprofitico existente no interior dos tecidos infectados do
cacaueiro. Como os basididésporos sdo sensiveis a desidratagdo, acredita-se ser
impossivel a sua disseminacdo a longas distancias. Por outro lado, o micélio saprofitico
do fungo sobrevive muitas vezes por varios anos, no interior de tecidos infectados, como
vassouras vegetativas, frutos e folhas, que ao serem transportados indevidamente, e
guando expostos aos efeitos alternados de chuva e sol, podem funcionar como
disseminadores da vassoura-de-bruxa, por favorecer a frutificagdo do fungo (Bastos,
1990; Niella et al., 1999).

Os basidiomicetos sdo caracterizados por produzirem os basididsporos
externamente as estruturas que produzem esporos, as basidias, e sdo subdivididas em
dois grandes grupos: homobasidiomicetos e heterobasidiomicetos. C. perniciosa
pertence ao grupo dos homobasidiomicetos, por apresentar a producgdo de basidiésporos
em basidias, na superficie de membranas, que se desenvolvem em um basidiocarpo
visivel. O ciclo de vida de fungos membranosos € relativamente complexo, composto de
uma fase inicial da germinacdo do basididsporo uninuclear, hapléide, no substrato, e
producdo de micélio mononuclear hapldide, que constitui a fase vegetativa do ciclo de
vida. A fase sexual é marcada pela fusdo de hifas (anastomose) de dois isolados
compativeis para formar um dicariotico. Apos a plasmogamia, uma reunido de nucleos
em uma unica ceélula ocorre e um heterocario é formado pela migracdo de ndcleos,
através do micélio monocariético existente. O dicario ou heterocario pode continuar a
produzir aumento do micélio no substrato, antes que o primoérdio do esporoforo seja
iniciado. Uma vez iniciado, o primordio do espordéforo cresce rapidamente, para
produzir o basidiocarpo normal do cogumelo. O estégio final, no ciclo sexual, ocorre nas
camadas superficiais das membranas dispostas na face inferior do pileo. Nas hifas das
camadas superficiais das membranas (himénio), desenvolvem-se células terminais
especializadas, as basidias (Niella, 2000a).

Preferencialmente o fungo C. perniciosa ocorre em tecidos em crescimento do

cacaueiro provocando os mais variados tipos de sintomas. Nos lancamentos foliares



provoca o aparecimento de ramos inchados e brotacbes excessivas, formando as
vassouras vegetativas; nas almofadas florais ha o aparecimento de flores hipertrofiadas
com pedicelos inchados, a formacdo de frutos “morangos” e “cenouras”, que logo tém
seu crescimento paralisado, além do desenvolvimento de vassouras vegetativas
semelhantes aquelas formadas nos ramos; nos frutos mais desenvolvidos provoca a
formacdo de manchas deprimidas, de cor escura, dura e de forma irregular, onde as
sementes encontram-se podres e aderidas entre si, ndo servindo para comercializagdo
(Almeida, et al., 2001). Face a capacidade infectiva de basidiésporos germinados, isto
talvez explique a disseminagéo da vassoura-de-bruxa para locais muito distantes da fonte
de in6culo (Bastos, 1989).

Delgado & CooK (1976) relataram a severidade da vassoura de bruxa no
Equador, incluindo infeccdo de cultivares previamente considerados resistentes,
apontando para a necessidade de uma revisdo critica de informacdes disponiveis a
respeito do fungo. Eles mostraram que apenas inoculagdes com basididsporos resultaram
em doencas em plantulas de cacau sob condicdes controladas.

A dificil producédo de basidiocarpos tem limitado os estudos sobre a biologia do
patdgeno, incluindo condicBes para a formacdo de esporéforo e crescimento e deposicao
do basidiosporo. Esta situacdo e a possibilidade de que novas linhagens patogénicas
possam existir sdo os principais fatores questiondveis quanto ao desenvolvimento de
resisténcia a variedades de cacau ou outros métodos de controle de doenca (Delgado &
CooK, 1976).

Anastomoses entre micélios de diferentes origens de basidiésporos poderiam dar
oportunidade ao surgimento de heterocarios no micélio saprofitico, com subseqiente
aumento da variabilidade na proxima geracdo de basidiosporos. O teste desta hipotese é
de fundamental interesse porque o conhecimento sobre o potencial de diversidade deste
patogeno, especialmente dentro de uma regido produtora de cacau, € importante para o
planejamento de programas de manejo integrado da doenca, incluindo o uso da
resisténcia induzida (Thomsen & Koch, 1999; Perez, 2002).

Segundo Dahlberg (1995), para se conhecer a diversidade dentro de uma

populacdo fungica, devem ser usadas vérias técnicas para caracterizar os isolados, como:



sistemas de cruzamento (incompatibilidade somaética) e a analise de isoenzimas, visando
identificar de forma mais rdpida e precisa os agentes patogénicos, diferenciar racas e
bidtipos, bem como conhecer a diversidade genética entre e dentro das populagdes,
atraves do grau de similaridade dos individuos.

A reacdo de incompatibilidade somatica ocorre quando ha formacao de uma zona
de delimitacdo separando isolados incompativeis, podendo ou ndo ocorrer uma alteracdo
na pigmentacdo ou na producdo de compostos inibitdrios. Este processo é originado
devido ao abortamento da fusdo celular, ou seja, as hifas de dois individuos ndo sdo
geneticamente idénticas, evitando, desta forma, que os gendtipos existam num mesmo
citoplasma. Entretanto, se os individuos sdo geneticamente semelhantes, ocorre a fusdo
celular entre as hifas, desfavorecendo a reacéo de incompatibilidade (Dahlberg, 1995).

Em animais, plantas e celulas, a fusdo somatica € regulada através de
anastomose. Em fungos, a regulacdo somatica esta em um nivel mais intimo,
determinando que esta fusdo ou anastomose hifal resulta em uma continuidade
citoplasmatica e permutacao nuclear (Petersen, 1995; Mattjus et al., 2003).

Diversas espécies de fungos ja foram estudas quanto a compatibilidade somatica
por diversos pesquisadores como forma de auxiliar nos estudos de biologia e diversidade
genetica de populacdo dentro de uma espécie e entre especies (May, 1988; Vasiliauskas
& Stenlid, 1998; McCabe et al., 1999; Garbelotto et al., 1999; Giovannetti et al., 1999;
Swedjemark et al., 1999; Thomsen & Koch, 1999; Glass et al., 2000; Coetzee et al.,
2001; Jimenez et al., 2002; Pilotti et al., 2002; Mattjus et al., 2003; Suwandi et al.,
2004).

Para estabelecer gendtipos diferentes em relagdo aos seus clones e a partir de
recombinacdo sexual, Thomsen & Koch (1999) estudaram a incompatibilidade somatica
ou vegetativa entre os fungos Amylostereum areolatum e A. chailletii observando reagédo
de incompatibilidade entre as duas espécies de Amylostereum caracterizando-se as
reacbes de incompatibilidade através da presenca de linhas de separagdo com
pigmentacdo escura na zona de confrotamento entre os micélios. Esta habilidade do
fungo de auto-reconhecimento e de rejeicdo de isolados geneticamente diferentes tem
sido amplamente usado em estudos de populagdes.



A formacdo de anastomoses e 0s eventos de citologia em fungos tém sido
estudados extensivamente em ascomicetos e basidiomicetos, sendo que testes baseados
em compatibilidade vegetativa podem conduzir para a identificacdo de isolados
geneticamente diferentes em estudo de populagcbes patogénicas, saprofiticas e fungos
ectomicorrizicos (Giovannetti et al., 1999). O reconhecimento entre células somaticas €
um processo universalmente importante entre células eucariéticas e em fungos, a
incompatibilidade somatica € referida como vegetativa ou incompatibilidade de
heterocarions, observando-se que a fusdo de hifas pode causar mudancas de citoplasma e
nucleo durante a fase assimilativa de crescimento. A incompatibilidade vegetativa reduz
0s riscos de transmissdo de elementos citoplasmaticos infecciosos, tais como virus de
dRNA, e a exploracao por genotipos agressivos (Mattjus et al., 2003).

Diferencas na etiologia e epidemiologia das doencas podem ser determinadas nao
apenas por diferentes espécies hospedeiras e ecossistemas envolvidos, mas também pela
diferenciacdo genética de populacdes do patdégeno encontrado em diferentes espécies
hospedeiras e regides distantes do mundo (Garbelotto et al., 1999).

O fungo Crinipellis perniciosa infecta plantas de diversos géneros, tais como
Theobroma e Herrania da familia Sterculiaceae e alguns hospedeiros pertencentes as
familias Solanaceae e Bixaceae (Bastos e Andebrhan, 1986). A variabilidade do
patogeno de diferentes hospedeiros foi estudada por vérios autores (Bastos e Evans,
1985; Andebrhan, 1986; Bastos et al., 1988; Andebrhan et al., 1998). As primeiras
pesquisas realizadas na Amazonia brasileira fazem referéncia a existéncia de trés
bidtipos do patégeno: (i) bidtipo do cacau (T. cacao), cacaui (T. speciosum) e cupui (T.
subcanum); (ii) bidtipo do cupuagu (T. grandiflorum) e (iii) bidtipo das solanéaceas
(Bastos et al., 1988).

A classificacdo intra-especifica de Crinipellis perniciosa foi inicialmente baseada
em dados de patogenicidade (Hedger et al., 1987; Bastos et al., 1988, Wheeler &
Mepsted, 1988). Atualmente, se distinguem quatro classes de Crinipellis perniciosa: (1)
tipo Sterculiaceae (bidtipo C), os quais infectam predominantemente Thebroma sp. e
Herrania sp., representando um grupo que causa perda econdmica (Evans, 1978; Bastos

et al., 1988); (2) tipo Solanaceae (bi6tipo S), que infecta espécies da familia Solanaceae



(Bastos & Evans, 1985; Bastos et al., 1988); (3) tipo Bixaceae (biotipo B), que infecta
espécies hospedeiras da familia Bixaceae (Purdy & Schmidt, 1996); e o (4) bidtipo L, o
qual é saprofitico em lianas (cip6s) colonizando uma variedade de substratos, vivos ou
mortos (Evans, 1978; Hedger et al., 1987; Griffith et al., 1994; Arruda et al., 2003a;
Arruda et al., 2003b).

Varias espécies hospedeiras naturais (além de Theobroma cacao) de C.
perniciosa, tais como Solanum spp. tem sido identificado no Brasil nos estados de Minas
Gerais (Evans & Barreto, 1996; Pereira et al., 1998), Amazonas (Bastos & Evans, 1985),
Tocantins, Rond6nia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal (Pereira
et al., 1997; Resende et al., 1997), Rio de Janeiro e Espirito Santo (Pereira et al., 1997).
Dentro da familia Malpighiaceae, heteropterys acutifolia também é um hospedeiro de C.
perniciosa e € comumente encontrado em Floresta de Galeria no sul de Minas Gerais
(Resende et al., 2000). Em 1985 foi encontrado C. perniciosa em Bixa orellana
pertencente a familia Bixaceae, no estado do Para (Bastos & Andebrhan, 1986; Arruda
et al., 2003a; Arruda et al., 2003b).

No estado da Bahia, sdo relatadas as seguintes hospedeiras de C. perniciosa na
familia Sterculiaceae: T. cacao, Theobroma cf. sylvestris Aubl. Ex Mart e Herrania spp.;
na familia Solanaceae destacam-se varias espécies do género Solanum como S.
paniculatum Linn. (jurubeba), S. gilo Raddi. (jild), S. stipulaceum Wild. Ex Roem &
Schutt. (caicara), S. melongena Linn. (berinjela) Solanum sp., Solanum cernuum (brago de
Preguiga), Solanum lycocarpum (lobeira) alem de Capsicum annuum Linn. (pimentdo), C.
frutescens Linn., (pimenta malagueta) e Athenaea cf. pogogena (Moric.) Sendt.. Ja a
espécie Stigmaphyllon sp. A. Juss., um cip6 silvestre e Heteropterys acutifolia A. Juss.
sd0 os Unicos hospedeiros do fungo encontrado na familia Malpighiaceae na Bahia, até
entdo (Silva et al., 1992; Luz et al., 1997; Resende et al., 2000).

Na Amazonia, centro de origem do cacaueiro, existe outras plantas hospedeiras
de C. perniciosa, como Theobroma grandiflorum (Spr.) K. Schum (cupuagcu), T. bicolor
Huml. & Bompl., Herrania spp. Gaudot, Bixa orellana Linn. e alguns cipos da familia
Bignoniaceae, além de varias espécies de solanédceas. Recentemente foi relatado mais

um cipé da familia Malpighiaceae, Mascagnia cf. sepium Vell. (“cipé malandro™), como



hospedeiro de C. perniciosa na Amazonia (Bastos et al., 1998; Luz et al., 1997; Resende
et al., 2000).

Diferencas genéticas entre isolados de C. perniciosa e de acessos de T. cacao tém
sido detectadas por marcadores do DNA e por avaliacdes fenotipicas de patogenicidade
e resisténcia, respectivamente (Wheeler & Mepsted, 1988; Gomes et al., 2000 (a);
Niella, 2000b; Pires et al., 2001; Arruda et al., 2003a; Arruda et al., 2003b).

O estudo da variabilidade de Crinipellis perniciosa tem sido baseado em
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas, compatibilidade somatica (SCG), analises
moleculares e reagBes bioquimicas em Theobroma cacao e outros Theobroma spp.
(Arruda et al., 2003a; Arruda et al., 2003b; McGreary & Wheeler, 1988; Griffity &
Hedger, 1994; Hedger et al., 1987; Andebrhan, 1988; Bastos et al., 1988; Wheeler e
Mepsted, 1988). Os dados relativos a variabilidade do patégeno podem ser importantes
para a selecdo de genoOtipos de plantas resistentes ou tolerantes em programas de
melhoramento para obter resisténcia mais efetiva e duravel para a doenga vassoura-de-
bruxa em Theobroma cacao (Van Der Plank, 1968; Andebrhan, 1986; Andebrhan &
Furtek, 1999). Da mesma forma, Faleiro (2004) opina que o conhecimento da
variabilidade genética do patégeno tem grande importdncia em estudos de
patogenicidade e relacionados ao melhoramento genético do cacaueiro visando a sua
resisténcia a doenga.

Variantes saprofiticas tém sido observadas em C. perniciosa e estudos de
agrupamentos de compatibilidade somatica e de caracteres morfologicos estdo sendo
usados para auxiliar na deteccdo dessa variabilidade (Viana-Janior, 2002).
Anteriormente, Andebrhan (1986) ja havia observado diferencas entre isolados obtidos
de vassouras secas coletadas em plantacGes comerciais de 13 diferentes pontos
geograficos da Amazodnia, mediante avaliacdo da taxa de crescimento do micelio, das
reacOes bioquimicas, estudos de compatibilidade somatica e testes de patogenicidade,
sendo os isolados classificados em 4 grupos, conforme a regido de coleta. Os isolados
provenientes de hospedeiros alternativos mostraram reacOes diferentes quando

comparados com os isolados de cacau, com excecao de isolados de lianas.
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Em estudos prévios, foi demonstrado que isolados da regido Amazdnica em
hospedeiros de solanaceas e isolados de cacau ndo apresentavam infeccao cruzada e que
sdo somaticamente incompativeis (Bastos & Evans, 1985, Bastos et al., 1988). Para
isolados de cacaueiro e outros hospedeiros da regido de Uruguca (Bahia) Bastos (1990)
estudou a patogenicidade através de testes bioquimicos e de compatibilidade, detectando
diferencas entre o isolado de Crinipellis perniciosa procedente de Uruguca e isolados de
cacaueiro e de outros hospedeiros de diferentes localidades da Amazonia.

E sabido que fitopatdgenos apresentam em comum caracteristicas de alta
variabilidade, encontrando-se em populacdes de patdgenos muitos biodtipos que diferem
entre si em Vvarias caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, inclusive na patogenicidade.
No caso especial do C. perniciosa essa variacdo parece ser alta, como evidenciada pela
existéncia de vassouras em cacau produzindo basidiocarpos amarelos (Bastos et al.,
1988) e dados que evidenciam diferencas morfoldgicas e patologicas, sugerindo que a
variabilidade patogénica verificada esteja relacionada com as alteragdes fisioldgicas ao
passar por hospedeiro diferente.

As primeiras evidéncias experimentais da variacao genética de C. perniciosa de
diferentes paises foram demonstradas por Wheeler e Mepsted (1988), que determinaram
a existéncia de dois grupos de biotipos em cacau: o grupo de isolados do Equador,
Colémbia e Bolivia e o grupo do Brasil, Venezuela e Trinidad-Tobago. A
susceptibilidade de fontes de resisténcia dos clones Scavina no Equador e mais
recentemente em algumas partes do Brasil, como Para, Amazonas e Rondo6nia, também
foi um fato atribuido as variagdes genéticas nas populagdes do patdgeno desses Estados
(Andebrhan et al., 1998).

Com o desenvolvimento da Taxonomia Numérica, que utiliza 0 maximo possivel
de caracteristicas independentes, com o mesmo valor para diferenciacdo, pode-se
comparar numeros grandes de populagdes ao mesmo tempo.A andlise fenética na
taxonomia numérica é baseada nos niveis de similaridade ou divergéncia, sem
considerar a possivel linha de evolugdo. O nivel de similaridade entre populacGes é
calculado pelo do numero de caracteristicas em comum dividido pelo nimero total de

caracteristicas; ou seja, duas populacées iguais tém nivel 1 (ou 100%) de similaridade. A
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anélise fenética da origem a um fenograma, que expressa 0s niveis de similaridade entre
os taxa (Leal-Bertioli, 1998).

Em diferentes fungos Clare et al. (1968) utilizaram o método de eletroforese em
gel, por ser um metodo disponivel para separacdo de enzimas e outras proteinas de
extratos celulares e para comparacao qualitativa e quantitativa.

Varios trabalhos relataram o uso de gel de eletroforese de proteinas totais (SDS-
PAGE) para estudos de classificacdo de fungos (Clare et al., 1968; Hofling, J. F. et al.,
2001; Park, C. S. et al., 2000; Jernejc, K. & Cimerman, A, 2001; Guarro, J. et al., 1999;
Avio, L & Giovannetti, M., 1998; Silveira, S. F. & Alfenas, A. C., 2002).

Se géneros, espécies ou grupos intra-especificos podem ser diferenciados com
base na comparacdo de proteinas de maior e menor peso, tem-se a necessidade de
classificar também uma grande quantidade de amostras de isolados e realizar
comparagdes imunoldgicas entre estas proteinas (Novak & Kohn, 1988). O uso de
técnicas eletroforéticas como SDS-PAGE pode ser mais um recurso no estudo de
taxonomia de fungos, especialmente quando combinado com outras caracteristicas, tais
como interacdo micelial (Novak & Kohn, 1988). A analise molecular por diversos
pesquisadores demonstra sua adequacao para a identificacdo e caracterizacdo de espécies
fangicas (Jahnke & Bahnweg, 1986; Jahnke et al., 1987; Jahnke et al., 1988).

Foram Yamada & Lopes (1999) que usaram pela primeira vez isoenzimas como
marcadores moleculares em cacau para inferir sobre a origem da fonte de resisténcia em
cacaueiros.

Outros autores utilizaram o método sorolégico aplicado ao estudo dos fungos
fitopatogénicos, bactérias e virus para caracterizagdo e diferenciacdo intra-especifica
(Figueredo, M. B. et al., 1977; Lin, M. T. et al., 1980; Vasconcelos, M. F. R. & Lima, J.
A. A, 1981;Geraldi, M. A. P. & Kimati, H., 1982; Alba, A. P. C. & DeVay, J. E., 1984;
Ghini, R. & Kimati, H., 1985; Maringoni, A. C. & Kimati, H., 1987; Paiva, E. et al.,
1990; Leal Janior, 2002).

Devido a alta complexidade de organizacdo fisico-quimica e ultraestrutural dos
fungos, o nimero e combinacgdes dos antigenos de uma espécie ou até de uma simples

raca nunca é constante (Werres & Steffens, 1994).
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As técnicas para analise do DNA também tém possibilitado o desenvolvimento
de métodos rapidos, sensiveis e especificos no diagndstico de fitopatdgenos, em
complemento a analise morfoldgica (Teixeira et al., 2004) e na tentativa de elucidar a
existéncia de ragas e confirmar a diferenciagdo dos isolados em bidtipos (Andebrhan &
Furtek, 1994; Andebrhan et al., 1999).



3 MATERIAIS E METODOS

Para realizagdo deste trabalho utilizaram-se isolados de Crinipellis perniciosa
obtidos de diferentes hospedeiros como cacau (Theobroma cacao), bragco de preguica
(Solanum cernuum), lobeira (Solanum lycocarpum), jurubeba (Solanum paniculatum),
Solanum e liana. Dos isolados de Theobroma cacao, nove sdo provenientes da regido
Amazonica incluindo os Estados de Rondonia, Amazonas, Para e Mato Grosso € os
demais da Bahia. Os isolados da familia Solanaceae, pertencem ao Estado de Minas
Gerais ¢ Sao Paulo (Tabela 1). As linhagens foram obtidas de culturas polisporicas da
colegdo de Crinipellis perniciosa CEPLAC (Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira) e mantidas por repicagem de discos de 7mm das margens das colonias em
incubadora a temperatura de 26°C. O meio utilizado continha agar, farelo de trigo e
dextrose com 6leo mineral cobrindo a superficie do micélio.

A partir do isolamento das culturas polisporicas, discos (7mm) de cada isolado
foram confrontados em placas de petri (9cm) contendo o meio de farelo de trigo,
dextrose e agar, distantes 2cm entre si, invertidas e incubadas a 26°C por quatro
semanas. Para cada pareamento, utilizaram-se trés repeticdes. Apds o crescimento
micelial (4 a 8 semanas), foi realizada a avaliacio das colonias quanto a
incompatibilidade ou compatibilidade, de acordo com a forma¢do ou ndo da linha de
precipitacdo na zona de transicdo. Os resultados foram analisados pela formagao de um
dendrograma originado de uma matriz de valores bindrios, composta de coeficientes
correspondentes aos varios resultados do teste de compatibilidade somatica.

A andlise dos dados obtidos a partir do teste de compatibilidade foi feita através

do “software” NTSYS, usando UPGMA (método ndo-ponderado de agrupamento aos
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pares utilizando médias aritméticas), para a constru¢do de um dendrograma para
comparacao de isolados de diferentes regides e hospedeiros.

Supondo que os dados de incompatibilidade somadtica poderiam ndo ser
representativo, procurou-se avaliar outras metodologias para fins de comparacdo e
analise critica. Desta forma, foram feitas analises do perfil protéico de proteina totais em

géis de SDS-PAGE.

Tabela 1. Isolados de Crinipellis perniciosa de acordo com o hospedeiro e a regido

onde foi coletada

Isolados Hospedeiro Origem
Ariquemes T. cacao Rondonia
Ouro Preto D’Oeste  T. cacao Rondoénia
Ji-Parana T. cacao Rondénia
Alta Floresta T. cacao Mato Grosso
Marituba T. cacao Para

Altamira T. cacao Para

Belém T. cacao Para
Medicelandia T. cacao Para

Manaus T. caca Amazonas
Brago de Preguica Solanum cernuum Minas Gerais
Lobeira Solanum lycocarpum Vigosa-MG
Minas Gerais Solanaceae Vicosa-MG
Cipo Liana (Harry Evans) Bignoniaceae
Bahia T. cacao BA

Cipo Liana (Gareth Griffith) Bignoniaceae
Lobeira Solanum lycocarpum Coimbra-MG
Brago de Preguiga Solanum cernuum Rio Pomba-MG
Sao Paulo Solanum SP

Jurubeba Solanum paniculatum Gandu-BA
Bahia T. cacao BA
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Os géis foram padronizados segundo a metodologia descrita em Laemmli (1970)
e corados com prata, com modificagdes feitas por Gomes et al. (2000b) em sistema de
minigel GIBCO (12% de acrilamida) e gel de 18cm (15% de acrilamida). A
concentracao protéica de todas as amostras foi determinada previamente através de
microplacas com o teste de Bradford (1976) com todas as amostras obtidas de C.
perniciosa, sendo utilizado cerca de 20 pg.mL™" em cada canaleta.

As andlises de bandas protéicas que foram realizadas em SDS-PAGE e
produzidas pelo programa Kodak Digital Science 1D foi feita através do “software”
NTSYS para a construcdo de um dendrograma para comparagdo de isolados de
diferentes regides e hospedeiros com todas as amostras protéicas, a fim de determinar a
composi¢ao antigénica e comparar as proteinas em cada antigeno.

As amostras foram adicionadas nas canaletas e cobertas com tampao de corrida,
o qual também foi adicionado nas partes superior e inferior da cuba. Uma canaleta ficou
sempre reservada para a adi¢do do padrdo de peso molecular (Pharmacia — LMW —
COD. 17-0446-01) e a corrida foi conduzida a 20 mA e 80 mV no gel empilhador e 50
mA e 200 mV no gel separador. Propor¢des previamente definidas para dois géis de 1
mm.

Para a coloragdo de prata, apds a corrida, o gel foi transferido para uma bandeja
pléastica com tampa contendo 250 mL de solucdo fixadora e deixado a temperatura
ambiente durante a noite (aproximadamene 15 horas). A solucao fixadora foi substituida
por 250 mL da solugdo incubadora.

Apos 15 minutos a solug@o incubadora foi retirada lavando-se o gel trés vezes em
agua deionizada. Cada lavagem foi feita por 10 minutos e sob agitagdo constante.
Adiciona-se ao gel a solucao de prata por 20 minutos, apos o que, esta ¢ substituida por
250 mL de solugdo reveladora até o aparecimento das bandas. A solucao reveladora foi
descartada e adicionada a solugdo “stop” por 10 minutos, seguindo-se a lavagem do gel
em agua corrente por 2 horas. As solucdes utilizadas para preparagdo e coloragdo do gel
estdo inseridas no anexo 1 do presente trabalho e os meios de cultura e tampdes no

anexo 3.



16

Adicionalmente aos testes de compatibilidade e proteinas totais foram realizados
estudos de velocidade de crescimento dos isolados de Theobroma cacao da regido
Amazonica como mais um método comparativo para analise dos resultados. Os testes de
crescimento produzem os dados que permitem calcular a velocidade de crescimento dos
diferentes isolados, cuja comparacdo permitiria identificar grupos distintos.

Os isolados de Theobroma cacao L. de diferentes regides Amazdnicas
(Ariquemes, Ouro Preto D’Oeste, Ji-Parana, Altamira, Belém, Marituba, Medicelandia,
Manaus e Alta Floresta) foram analisados quanto as suas velocidades de crescimento. A
velocidade de crescimento foi estimada de acordo com os seus respectivos coeficientes
angulares e foi correlacionada com os dados de compatibilidade somatica dos mesmos
isolados através de analise estatistica, pelo teste de Tukey (o= 5%).

Juntamente com estas andlises foi feito uma extragdo protéica e precipitagdo com
sulfato de amoénio com a finalidade de se obter um perfil protéico mais detalhado da
amostra de Crinipellis perniciosa para comparagao com as amostras sem precipitagao.

A extracao foi realizada com micélios crescidos em meio MYE + G (extrato de
malte 0,17%, extrato de levedura 0,5% e glicerol 5%), utilizando-se um tampao na
seguinte proporgao: 1,5% de triton, Tris-HCl IM em pH 6,8 (0,5mL), B-Mercaptoetanol
1% (100uL) adicionado na hora do uso, PVP a 0,2% (20mg) e 10mL de H,O deionizada.

A extragdo das proteinas foi feita triturando-se 0,5g do micélio com nitrogénio
liquido e entdo, inserindo 3mL do tampao descrito acima. Logo em seguida, usou-se
20uL de PMSF (inibidor de proteinase), centrifugada a amostra a 10.000 rpm por 30
minutos e o sobrenadante foi acondicionado a -20°C.

Apds a coleta do sobrenadante, foram realizadas precipitagdes com sulfato de
amonio de 0-60%, de 60-80% e 80-100% a 0°C seguindo a tabela do livro “Methods in
Enzymology” (vol. 182, pg 291) utilizando o seguinte protocolo:

- 3mL da amostra foram diluidos em 15mL de tampao PBS em Becker de 20mL;

- a fragdo de 0-60% foi adicionado lentamente 4,49g de sulfato de amonio para

precipitacdo e foi centrifugado a 10.000g por 10min em ultracentrifuga tipo

Beckman C7 a 4°C;
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- Ressuspendeu-se o precipitado com 200uL de PBS e 4ul de PSMF e ao
sobrenadante ¢ novamente adicionado sulfato de amonio em uma nova propor¢ao
(1,93g /15 mL) para precipitacdo de 60-80%; centrifuga-se e ressuspendeu-se o
precipitado em 200puL de tampao PBS + 4uL de PSMF;

- e fez-se uma nova coleta do sobrenadante para uma nova precipitagdo de 80-
100% (2,85g /15mL), centrifuga-se e faz-se a coleta do precipitado com 200uL +
4uL de PSMF, descartando agora o sobrenadante.

- As amostras foram dialisadas contra tampao PBS 0,1 M por 12 horas.

Apos a precipitacdo da amostra de C. perniciosa coletada da cidade de Ouro
Preto D’Oeste (RO) com sulfato de amonio, foi adicionada aos precipitados, a amostra
pura do micélio de Crinipellis perniciosa e ao padrao protéico um tampao de amostra na
proporg¢ao 1:1 e colocados em banho fervente por 10 minutos. Foram colocados 30uL do
padrao, 30uL dos precipitados de 0-60% e de 80-100% e da amostra pura e 50uL do
precipitado de 60-80% na seguinte ordem: padrdo / amostra pura / 0-60% / 60-80% / 80-
100%. O gel foi corrido a 50 mA e corado com Prata, utilizando o protocolo adaptado
por Gomes et al. (2000).

Em complementagdo aos dados de compatibilidade e proteinas totais foram
produzidos anticorpos com o isolado produtor de maior massa micelial, para determinar
a composi¢do antigénica e comparar as proteinas em cada amostra de Crinipellis
perniciosa.

O micélio de Crinipellis perniciosa foi fornecido pelo grupo de pesquisa da
CEPLAC - Fazenda Experimental Almirante Cacau- BA. O micélio foi macerado com
nitrogénio liquido onde posteriormente foi adicionado um tampao segundo metodologia
descrita por Alfenas (1998) para coleta de extrato protéico fungico utilizado na produgao
de anticorpos.

Quatro fémeas de camundongos BALB/c foram imunizadas segundo
metodologia descrita em Duarte et al. (2001) com suspensdo de C. perniciosa, a

intervalos de 20 dias, iniciando-se em outubro, sendo a primeira imunizagdo com
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Adjuvante Completo de Freund (1:1), nos membros inferiores; a segunda com
Adjuvante Incompleto de Freund (1:1), também nos membros inferiores, ambas
subcutaneas e as subseqiientes em Tampao PBS via intramuscular, em uma das coxas.

Antes de cada imunizacdo (Figura 1), uma aliquota de sangue foi retirada do
plexo ocular dos camundongos, centrifugada e o soro coletado para titulagdo em ELISA.

A evolucdo do titulo dos antissoros obtidos de quatro camundongos foi realizada
através de sangrias e analise dos soros ao longo das imunizagdes através de ELISA do
tipo “Plate Trapped Antigen”, descrito em Crowther (1995). O ELISA foi otimizado
quanto a quantidade de antigeno adsorvido nas placas e o sistema enzimatico escolhido
foi o de Fosfatase Alcalina, revelado com nitrophenyl phosphate, disodium salt
hexahydrate (PNPP) e as leituras realizadas a 420nm em leitor de microplacas Packard
Spectra Count™.

Os ELISAs foram otimizados conforme protocolos descritos anteriormente
(Crowther, 1995; Duarte et al., 2002). Nestes ensaios foram avaliados, primeiramente:
diluicdo dos antissoros, sistema de bloqueio do ensaio (BSA ou leite Molico),
concentracao dos reagentes de coloragdo; melhor tipo de ELISA a ser utilizado. Foram
otimizados os tempos para cada passo do ensaio, de modo a permitir uma melhor
visualizagdo das proteinas marcadas.

Foi realizado o seguinte protocolo para avaliacdo da resposta imunoldgica dos
camundongos Balb/c com inoculagdo de extrato protéico de Crinipellis perniciosa (cada
passo teve 1h de duracgdo): (A) sensibilizagdo com antigeno; (B) bloqueio com BSA; (C)
adi¢do do anticorpo, sendo lavada a placa com PBS-Tween 0,1%-gelatina; (D)
conjugado, lavando 1x novamente com PBS-T-G e 1x com PNPP 1x; e finalmente a (E)

revelacdo com 2mg de PNPP com ImL de PNPP.
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Figura 1 - As trés figuras acima mostram as etapas de imuniza¢do (A) e sangria dos

camundongos (B e C), conforme protocolo acima descrito
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As amostras protéicas de Crinipellis perniciosa na concentragdo de 20 pg.mL™
juntamente com tampao de amostra foram colocadas para correr em dois géis de
eletroforese descontinua SDS-page para a separacao de proteinas desnaturadas segundo
o peso molecular. Um gel foi utilizado para que se pudessem observar os padrdes
protéicos das amostras e um segundo gel foi usado para a sua transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose para futuro reconhecimento por anticorpos policlonais e
determinagdo da proteina a ser reconhecida. O immunobloting foi realizado de acordo
com o protocolo descrito em Harlow & Lane (1988) com a marcacao direta do anticorpo
com O sistema enzimatico mais conveniente, de acordo com trabalho descrito em
Kennedy et al. (2000). As solugdes usadas no Western Blot estdo presentes no anexo 2.

Foi utilizado o sistema de transferéncia “Mini-V8.10 Vertical Gel Electroforesis
System” (Gibco BRL cat. 21078), seguindo o procedimento descrito abaixo para
anticorpos policlonais (Duarte, 2000).

Procedimento para immunobloting com anticorpos policlonais:

1- Apos a corrida do gel de SDS-PAGE, colocou-se o gel no sistema para
transferéncia em membrana de nitrocelulose, utilizando o Tampao de transferéncia (24,8
mM tris; 192 mM glicina; 10% metanol; ajustar o pH para 8,3 e manter a 4°C), por 1:30
h;

2- Bloqueou-se por 2 h em tampao de bloqueio (3% BSA; 0,02% azida sédica),
sob agitacao;

3- Lavou-se 5 vezes em solugdo de PBS e 0,1% tween 20 por 5 minutos cada
lavagem;

4- Incubou-se com o anticorpo policlonal de coelho na concentracdo de 50
ng.mL™" adicionado de 1% de NP40 por 1 h;

5- Lavou-se com PBS;

6- Incubou-se com conjugado anti-coelho marcado com fosfatase alcalina por 1
h;

7- Revelou-se com 44 pL. de NBT dissolvido em 10 mL de tampao PA (10 mM
NaCL; 5 mM MgCly; 100 mM Tris). Adicionar 33 puL de BCIP e incubar por 3 h.

8- E por fim lavou-se em PBS adicionado de 20 mM de EDTA.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como descrito por Jiménez et al. (2002), neste trabalho dois tipos de interacdes
miceliais foram diferenciados, ap6s o pareamento dos isolados de Crinipellis perniciosa
em meio de farelo de trigo e dextrose por dois meses. Foi observado: (a) interligamento
de micélios, segundo o qual duas coldnias estabeleceram uma unido e a superficie destas
tiveram um aspecto uniforme; e (b) uma interacdo micelial com formagdo de uma zona
de delimitacdo na regido de contato entre as colonias pareadas, o qual foi considerada
uma reacdo de incompatibilidade somatica (figura 2). Neste Gltimo caso, a intensidade
da zona de delimitacdo variou de fraca para forte, verificando-se que as reacOes de
intensidade fraca foram caracterizadas por linhas estreitas formada na regido de contato
entre os micélios (May, 1988; McCabe et al., 1999; Pilotti et al., 2002; Suwandi et al.,
2004). De modo oposto, reacfes de intensidade forte foram caracterizadas por linhas
mais densa do micélio, que se apresentava inicialmente com pigmentagdo mais clara e
posteriormente mais escuro (marrom escuro) devido ao abortamento da fuséo celular, ou
seja, as hifas de dois individuos ndo sdo geneticamente idénticas, evitando, desta forma,
que 0s genotipos existam num mesmo citoplasma (Dahlberg, 1995).

Com base na analise de compatibilidade entre os vérios isolados avaliados, foram
construidos dois dendrogramas para agrupar os isolados de Crinipellis perniciosa
provenientes de diferentes regiGes geograficas do Brasil e seus respectivos hospedeiros.

A andlise de agrupamento nestes dois dendrogramas permitiu classificar os
isolados do teste 1 em trés grupos: i)grupo formado pelos isolados de Ronddnia
(Ariquemes, Ouro Preto D’Oeste) e Para (Altamira, Belém e Marituba) e ii) grupo

formado pelos isolados de Rondbnia (Jii-Parana), Para (Medicelandia) e Amazonas
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(Manaus) e o iii) grupo formado pelo isolado de Mato Grosso (Figura 3); e o teste 2
separou os isolados em dois grandes grupos: i) grupo formado pelos isolados da Bahia,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso e Ronddnia e ii) grupo formado pelo isolado do

Paré (Figura 4).

d)

Figura 2 - ReacOes de compatibilidade e incompatibilidade entre diferentes isolados de
Crinipellis perniciosa inoculados em placas de Petri contendo meio de farelo
de trigo e dextrose, mostrando a reacdo de incompatibilidade (a e b) com
formacdo de zona densa pigmentada entre micélios e interligacdo de micélios
mostrando reacdo de compatibilidade, ndo sendo possivel observar a zona de

pigmentacao (c e d)

Neste trabalho foi possivel agrupar através de andlise de compatibilidade
somatica dois isolados do Estado de Ronddnia (Ariquemes e Ouro Preto D’Doeste) e
trés do Estado do Para (Altamira, Belem e Marituba) (figura 3). De acordo com o0s
estudos de compatibilidade realizados por Almeida & Andebrhan (1984), os isolados de
C. perniciosa provenientes do Pard ndo permitiram determinar diferencas entre os
isolados de diferentes regides e hospedeiros. O autor considera que a proximidade

geogréfica dos isolados permite que condi¢cbes de campo contribuam para infecgdes
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multiplas. Entretanto Andebrhan et al. (1998), observaram variacdo genetica entre
isolados de C. perniciosa do cacaueiro em diferentes municipios do Estado de Rondénia,

realizando estudos através de testes “in vitro™ e “in vivo™.
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Medicetandia - PA
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Figura 3 - Anéalise de agrupamento de nove isolados de Crinipellis perniciosa de
Theobroma cacao L. da regido amazbnica com base no teste de

incompatibilidade somética
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Figura4 - Anélise de agrupamento de quatorze isolados de Crinipellis perniciosa de
Theobroma cacao L. provenientes de diversos hospedeiros e regides com

base no teste de incompatibilidade somética

De acordo com Liberato et al. (1995), o procedimento basico de todos os
métodos aglomerativos é similar, iniciando com o calculo de uma matriz de similaridade
ou dissimilaridade entre as populagdes e finalizando com um dendrograma que
representa graficamente a sintese dos resultados.

Ao analisar o dendrograma obtido a partir do teste de compatibilidade somatica,
observa-se que entre os isolados estudados a maioria apresentou alta divergéncia
genetica, que significa a heterogeneidade entre os isolados e seus hospedeiros. Em
relacdo a similaridade genética, pode-se observar que a variacdo foi de 0,143 a 0,929
(porcentagem de similaridade genética). Uma grande variacdo de similaridade genética
entre os isolados de uma mesma regido e entre regies indica que os bi6tipos possuem
alta capacidade adaptativa, retratando a habilidade de disperséo do fungo.

A maior similaridade genética foi de 0,929, observada pelos isolados de
Theobroma cacao da Bahia e entre os isolados de Solanum lycocarpum de Coimbra
(Minas Gerais) e Solanum paniculatum de Gandd (Bahia) (Figura 4) indicando que estes

isolados apresentam caracteristicas genotipicas semelhantes, podendo indicar que os
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isolados de Minas Gerais tenham tido origem entre os isolados da Bahia. Os isolados de
Theobroma cacao do Estado de Ronddnia (Ariquemes e Ouro Preto D’Oeste) e do Para
(Altamira, Belém e Marituba) foram agrupados em subgrupos indicando que a
proximidade da regido de origem apresenta pressoes seletivas da mesma ordem. (Figura
3). Estes resultados concordam com estudos anteriores feitos por Yamada et al. (1998) e
Gomes et al. (2000a) que observaram nos seus trabalhos que os isolados de uma mesma
regido geografica tendem a ser geneticamente préximos. Entretanto, a baixa similaridade
genética entre isolados de C. perniciosa de uma mesma regido foi observada nos estudos
conduzidos por Andebrhan e Furtek (1994), com diferentes isolados de cacau da
Amazonia brasileira, coletados a menos de 2 Km um do outro, e por Viana-Junior
(2001), encontrando similaridade genética baixa de 0,1429 entre isolados de Herrania e
T. bicolor do Parg, indicando a existéncia de condicOes para a coexisténcia de diferentes
variantes produzidos por mutacdo ou recombinagdo genética e auséncia de pressdo de
selecdo favorecendo este ou aquele bidtipo.

Os resultados mostrados por Andebrhan e Furtek (1994), através de estudos
moleculares do tipo RAPD entre isolados de C. perniciosa em diferentes hospedeiros da
regido amazébnica, indicam que a proximidade geografica € mais importante que as
espécies hospedeiras para se determinar a similaridade genética entre os diversos
isolados de Crinipellis perniciosa, agrupando os isolados em trés grupos distintos: i)
grupo formado pelos isolados do Pard, composto por Herrania sp., T. grandiflorum, T.
cacao, T. obovatum e T. subicanum; ii) grupo formado pelos isolados de T. cacao e Bixa
orellana; iii) grupo formado pelo Unico isolado de Solanaceae (Solanum rugosum) do
Amazonas. Estes resultados sdo semelhantes aos dois testes de compatibilidade
realizadas no presente trabalho, agrupando os isolados devido a sua proximidade
geografica (Figuras 3 e 4).

A distancia geografica dos isolados pOde determinar a variacdo genética do
patogeno, visto que isolados de regides diferentes foram incompativeis quando
confrontados através de teste de compatibilidade somatica, assim como observado no
trabalho de Hedger et al. (1987) que demonstraram a estrutura da populagdo de C.

perniciosa (bidtipo L; e bidtipo C) em populaces do Equador (Pichilingue) e do Brasil



26

(Para), mostrando incompatibilidade entre si quando confrontados em placas de petri
(SCG), o mesmo acontecendo entre os biodtipos C do Equador e do Brasil.

Andebrhan et al. (1998), utilizaram grupos de compatibilidade somética (SCG) e
identificaram dois grupos do fungo: o grupo formado pelos isolados dos municipios de
Ouro-Preto d’Oeste e Jaru e o grupo formado pelos isolados dos municipios de Cacoal e
Ariguemes, caracterizando a existéncia de variabilidade entre grupos de isolados de
Crinipellis perniciosa dentro de uma mesma regido geografica. Isto pode ser observado
neste trabalho, onde foram observadas variagcdes genéticas entre isolados de Solanaceae
de diferentes regiGes de Minas gerais através de Solanum lycocarpum (Vigosa), Solanum
lycocarpum (Coimbra) com isolados de Solanum cernuum (Rio Pomba e MG) (figura 4).

Griffith & Hedger (1994) sugeriram que o bidtipo C, ndo existiu antes do
advento da produgdo de T. cacao na regido amazobnica, e que o baixo nivel de
variabilidade entre linhagens deste biotipo quando comparados com o biotipo L,
encontrado somente na AmazOnia, pode indicar uma origem recente e que novas
pressdes de selecdo associada com monoculturas de T. cacao pode ter precipitado a
evolucdo. Tais relacBes foram observadas por dados de compatibilidade somatica, tdo
bem como polimorfismos de DNA mitocondrial (Griffith & Hedger, 1994).

Juntamente com o teste de compatibilidade foram realizados estudos de
velocidade de crescimento dos isolados de Theobroma cacao da regido Amazénica a fim
de se determinar uma possivel correlagdo entre fisiologia do patdgeno e sua capacidade
de adaptabilidade e disperséo.

Os coeficientes angulares dos isolados foram calculados pela analise de regressdo
linear realizada no programa “Excel Office for XP”. Esse coeficiente representa a
inclinacdo da reta, portanto, fornece a velocidade de crescimento das diferentes
linhagens. Uma linhagem de inclinacdo mais acentuada apresenta maior crescimento em
menor tempo.

Baseando-se nessa informacéo, os coeficientes angulares médios de cada isolado,
que apresentava trés repeticdes, foram utilizados para o teste de comparagdo de médias.
Foi feito o teste de Tukey (a=0,05) no programa SAS. Dessa maneira, foi possivel a

observacéo que os isolados cresceram em taxas significativamente diferentes (Figura 5).
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Houve a separacdo de diferentes grupos, mas dois grupos maiores podem ser fortemente
observados. Os isolados de Altamira, de Belém e de Medicelandia, todos do Para,
possuem uma menor taxa de crescimento quando comparados com 0s outros isolados
(Figura 5). Portanto, o grupo caracterizado por menor taxa de crescimento corresponde
aos isolados da regido do Estado do Para.

Interessante notar que, no Para, os isolados sdo menos patogénicos quando
comparados com os isolados da regido de Rondo6nia. O experimento realizado para a
analise de taxa de crescimento ndo foi executado em diferentes meios, nem tampouco,
avaliou diferentes condigdes de temperatura. Dessa forma, ndo se pode afirmar que os
isolados mais patogénicos sdo assim devido ao fato de se desenvolverem mais
rapidamente. No entanto, os dados obtidos nesse trabalho sugerem que os isolados mais
patogénicos, nesse caso, 0s de Rondonia, poderiam apresentar a velocidade de
crescimento como uma caracteristica fisiolégica que explicariam sua maior
patogenicidade.

Notou-se a distingdo clara de pelo menos dois grupos quanto a velocidade de
crescimento (coeficiente angular), onde os isolados do Pard (D, DE, E) crescem,
significativamente, mais lentamente. O grupo maior (A, AB, B, BC, C) formado pelos
isolados de Ronddnia, Mato Grosso, Amazonas e por um isolado do Para (Marituba)
cresceram com maior vigor, o que pode indicar um potencial para dispersao e infec¢do
(Figura 5). E importante notar que ha necessidade de se realizar testes de patogenicidade

para correlacdo dos resultados.
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Figura5— Anédlise da velocidade de crescimento de nove isolados de Crinipellis
perniciosa em placa de Petri contendo farelo de trigo e dextrose.
Representacdo dos valores dos coeficientes angulares da regressdo. Teste de
Tukey (a=0,05)

Os dados obtidos quanto ao perfil protéico de Crinipellis perniciosa, mostraram-
se semelhantes para os diversos isolados de diferentes regifes e hospedeiros, como
mostrado através dos testes de compatibilidade deste trabalho, podendo-se também

observar a presenca de bandas distintas entre os diversos isolados testados (Figura 6 e 7).
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Figura 6 - Perfis protéicos de Crinipellis perniciosa de diferentes hospedeiros e regides.
SDS-PAGE, 15 % representado pelos isolados de (1) Theobroma cacao
(Ouro Preto D’Oeste -RO), (2) Theobroma cacao (BA), (3) Theobroma
cacao (BA), (4) Solanum cernuum (Minas Gerais), (5) Solanaceae (Vigcosa —
MG), (6) Solanum (SP), (7) Solanum paniculatum (Gandi - BA), (8)
Solanum lycocarpum (Vigosa — MG), (9) Solanum lycocarpum (Coimbra —

MG), (10) Solanum cernuum (Rio Pomba — MG), (11) Liana (Doagéo de
Harry Evans)
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Figura 7 - Perfil protéico das bandas produzidas pelo programa Kodak Digital Science

1D das mesmas onze amostras de Crinipellis perniciosa de diversos

hospedeiros e regides mostradas na figura 6
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Figura 8 - Anélise de agrupamento (dendrograma) de onze isolados de Crinipellis

perniciosa de diversos hospedeiros e regides do Brasil, com base na analise

de bandas através do programa NTSYS
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Pelo perfil protéico dos isolados, foi possivel agrupar os isolados em trés grupos,
de acordo com o hospedeiro e regido de origem: (1) grupo formado pelo isolado de
Theobroma cacao de Ouro Preto D’Oeste; (2) grupo constituido pelos isolados de
Theobroma cacao da Bahia e os diversos isolados de Solanaceae do Estado de Minas
Gerais, Bahia e S0 Paulo e grupo (3) formado pelo isolado de Liana.

Os resultados mostrados na Figura 8, reunindo os trés isolados de Solanacea do
estado de Minas Gerais (0s trés municipios, Vicosa, Coimbra e Rio Pomba, sdo
préximos geograficamente) concordam com estudos anteriores feitos por Yamada et al.
(1998), Gomes et al. (2000a) e Hedger et al. (1987) que identificaram que isolados de
uma mesma regido geografica tendem a ser geneticamente proximo.

A andlise das bandas produzidas feita através do “software” NTSYS (Rohlf,
1992) ao agrupar os isolados de diferentes regides e hospedeiros, foi semelhante aos
resultados encontrados através de testes de compatibilidade somatica, reforgando o uso
de perfis protéicos (SDS-PAGE) para estudos de variabilidade de diversos patdgenos
(Novak & Kohn, 1998).

Juntamente com estas andlises foi feito uma extracao protéica e precipitagdo com
sulfato de amo6nio com a finalidade de se obter um perfil protéico mais detalhado da
amostra de Crinipellis perniciosa para compara¢do com as amostras sem precipitacéo,
como mostrado na Figura 9.

Pode ser observado que a amostra precipitada com 60-80% com sulfato de
amonio apresentou uma baixa resolugdo no gel (Figura 9), ao contrario das amostras
com precipitacdo de 0-60% e 80-100%. No entanto, a amostra com precipitacdo de 80-
100% apresentou melhor definicdo e separacdo das bandas protéicas do isolado de
Crinipellis perniciosa isolado de Theobroma cacao de Ouro Preto D’Oeste (RO) em
relacdo as demais amostras precipitadas e a amostra pura de Crinipellis perniciosa de
Ouro Preto D’Oeste (RO) sem ter passado pelo processo de precipitacdo, sendo
considerada entdo o melhor faixa de precipitagdo para separacdo de proteinas totais,

como pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9 - Perfil protéico em gel de eletroforese SDS-PAGE a 15 % corado com Nitrato
de Prata, onde P - padrdo de peso molecular; 1- amostra pura (Crinipellis
perniciosa de Ouro Preto D’Oeste); 2- precipitacdo de 0-60%; 3 —
precipitacdo de 60-80%; 4 — precipitacdo de 80-100%.

Em complementacdo aos dados de compatibilidade e proteinas totais foram
produzidos anticorpos com o isolado produtor de maior massa micelial. Varios isolados
de Crinipellis perniciosa foram colocados em meio de farelo de trigo e dextrose para
anotacao dos dados de crescimento até que estes tomassem a placa de Petri por inteiro.
O isolado de Ouro Preto D’Oeste do Estado de Ronddnia, apesar de ter crescido mais
lentamente que os isolados de Alta Floresta (PA), Marituba (PA), Ariquemes (RO), Ji-
Parand (RO), Manaus (AM), este apresentou uma massa micelial maior e mais densa que
os demais isolados estudados, sendo entdo selecionado para uso durantes as imunizacdes
(Figura 5).

Os quatros camundogos imunizados para a obtencdo de células produtoras de

anticorpos obtiveram resultados satisfatorios segundo dados realizados em teste de
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ELISA indireto, porém o camundongo de nimero 2 morreu apés a tentativa da oitava
injecdo de antigenos de Crinipellis perniciosa (Figura 10).

Até a sexta imunizacdo dos camundongos, 0 antigeno era injetado via
intramuscular, porém ass resposta imunoldgicas ndo se mostraram suficientes para a
producdo de anticorpos pelos linfocitos do camundongo. Por isto, testou-se a inoculagao
peritoneal considerada via mais adequada para estimulo do sistema imunolégico, porém
de maior risco ao animal. Na figura 10, sdo apresentados os resultados obtidos a partir de
quantidade maior do imundgeno aplicada e resposta imunoldgica aumentada devido a
maior presenca de macrofagos que por sua vez agem como células processadoras e

apresentadoras de antigenos (Harlow & Lane, 1988).
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Figura 10 -Titulacdo dos soros por ELISA, dos trés camundongos imunizados com
proteinas extraidas do micélio liofilizado de Crinipellis perniciosa de Ouro
Preto D’Oeste — RO (antigeno), realizado a intervalos de 20 dias. Dilui¢do do
soro bruto 1:200.
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Os trés camundongos ndo apresentaram reducdo da resposta imunoldgica
induzida, o que demonstra que ndo houve tolerancia imunologica, como foi demonstrado
em trabalho realizado por Leal Junior (2002) e Duarte et al. (2002).

Assim como os resultados obtidos por Dewey & Brasier (1988) que fizeram
imunizacdes iniciais via intraperitoneal com o micélio liofilizado do fungo Ophiostoma
ulmil ressuspendido em 300 puL de PBS, mostrando que esta via apresenta 6timos
resultados, devido a uma boa resposta de producdo de antissoros pelos camundongos
BALBI/c, foi possivel também notar no presente trabalho que a partir do uso da via
intraperitoneal com micélio lifilizado de Crinipellis perniciosa ressuspendido em 200 L
de PBS notou-se uma grande melhora na producéo de anticorpos pelos camundongos.

Os camundongos 1 e 4 obtiveram a melhor resposta as imunizagdes dadas,
podendo ser neste caso tambem utilizado o camundongo 3 para obtencdo de anticorpos
monoclonais para auxiliar em estudos epidemioldgicos de fungos, através de armadilha
caga-esporos, como os realizados por alguns pesquisadores (Bowen et al., 1996;
Kennedy et al., 1999; Kennedy et al., 2000).

O método de Western blot demonstrou-se ser capaz de auxiliar na escolha de
uma banda que seja comum a varias amostras de Crinipellis perniciosa a fim de se
utilizar a mesma para producdo de anticorpos monoclonais que sejam especificos para
uma espécie de patdgeno de interesse econdémico.

Foi utilizado anticorpo policlonal para revelar a presenca das bandas protéicas
referentes a Crinipellis perniciosa em gel de eletroforese de proteinas totais, em cinco
isolados do fungo de diferentes hospedeiros e regides do Brasil.

Para tanto foram realizados dois métodos para a revelacdo de membrana de
nitrocelulose para visualizacdo das bandas de proteinas reconhecidas pelo anticorpo
policlonal: coloracéo através de fosfatase alcalina e através de peroxidase.

No método de fosfatase alcalina corado com BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol
fosfato — B6274) e NBT (Nitro blue tetrazolium — Sigma N5514) foi apresentado
resultado mais satisfatorio, onde o anticorpo policlonal reconheceu bandas de peso

molecular na faixa menor que 30 kDa até 94 kDa, ao passo que 0 método de peroxidase
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corado com 4-Chloro-1-Naphthol, ndo foi possivel a visualizacdo de bandas protéicas e
sim um arrasto das amostras sem defini¢do de bandas (Figura 11).

O anticorpo policlonal apresentou-se eficiente no reconhecimento de bandas
protéicas em amostras de Crinipellis perniciosa isolado de Theobroma cacao da Bahia e
entre isolados de Solanaceae de Minas Gerais, Bahia e lianas, porém a dificil
visualizacdo das bandas marcadas torna dificil a caracterizacdo dos mesmos.

A complexa diversidade de antigenos em fungos freqlientemente resulta em
baixa especificidade de anticorpos policlonais (Dewey & Brasier, 1988), porém o uso de
anticorpos monoclonais (MAbs) tem sido mais usado no diagndstico de patégeno de
planta, pois apresenta maior especificidade (Werres & Steffens, 1994; Bowen et al.,
1996).

kDa 1 2 3 4 5

Figura 11 -A) Gel de SDS-PAGE 12 % corado com prata onde temos o0 padrdo de peso
molecular em kDa, canaleta 1: isolado de Theobroma cacao (BA); 2: isolado
de Solanum paniculatum (Gandi - BA); 3: isolado de Solanum lycocarpum
(Coimbra — MG); 4: isolado de Liana (Doagédo de Harry Evans); 5: isolado de
Solanum cernuum (Rio Pomba — MG). B) Membrana de nitrocelulose com a
mesma sequéncia de amostras do gel SDS-PAGE sem o padrdo de peso
molecular corada com NBT e BCIP. C) idem B sendo corada com 4-Chloro-
1-Naphthol.



5 CONCLUSOES

Foram detectados trés grupos de compatibilidade somética entre os isolados do
teste 1 e dois grandes grupos do teste 2, indicando a grande variabilidade do patogeno e
sua distribuicdo correlacionada a regido e hospedeiros, podendo ser resultado de co-
evolucdo.

A menor similaridade genética (0,143) foi observada quando se comparou 0s
isolados de Solanum (MG) e cacau (Marituba - PA), indicando que a presséo de selecédo
é diferente nestes locais e foi suficiente para selecionar bi6tipos muito diferentes.

Notou-se similaridade genética alta entre os isolados de cacau da Bahia, e entre
as diversas espécies de Solanaceae dos estados de Minas Gerais e da Bahia, indicando
que os isolados de Minas Gerais possam ter origem com os isolados da Bahia, além de
mostrar a grande capacidade de dispersdo do fungo e sua habilidade em causar infeccéo
em hospedeiros distintos, existindo fatores que contribuem para a dispersdo e
agressividade do fungo. O vigor de crescimento micelial pode ser um dos fatores, como
demonstrado pela velocidade de crescimento e a capacidade de infec¢do cruzada com
diversos hospedeiro.

O uso da tecnica de compatibilidade somatica apresentou-se eficiente no estudo
de diversidade genética de isolados polisporicos de Crinipellis perniciosa, demonstrando
sua praticidade e seu baixo custo, quando comparados com teécnicas moleculares e
imunogénicas j& usadas para analise de diversidade genética.

Os dados apresentados no presente trabalho evidenciaram a importancia das

varias técnicas para caracterizacdo dos isolados de Crinipellis perniciosa.
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A 1 - Solugdes utilizadas no preparo e na coloracéo do gel de eletroforese

Protocolo do gel de eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15%:

Lower gel (gel separador) - Acrilamida 9,9 mL
Tampao Lower 10mL
TEMED 20uL
Persulfato de amoénio (0,1g e 1mL) 330uL

Upper gel (gel empilhador) - Acrilamida ImL
Tampao Upper 3,3mL
Agua 2mL
TEMED 15uL

Persulfato de amonio (0,1ge ImL) 200uL

Solucdo fixadora para coloracdo com prata
40% de Etanol P.A.
10% de Acido Acético

Preparada em 4gua deionizada.

Solucéo incubadora para coloragdo com prata

17 g deAcetato de Sodio 3H,O

75 mL de etanol 96° GL P.A.

1 g de Tiossulfato de Sodio

1,3 mL de Glutaraldeido a 25% (adicionar somente na hora do uso).

O volume foi completado para 250 mL com 4gua deionizada.
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Solucéo de prata
0,25 g de Nitrato de Prata
50 pL. de Formaldeido

O volume foi completado para 250 mL com agua deionizada.

Solucgdo Reveladora
6,25 g de Carbonato de Sodio
25 pL de Formaldeido

O volume foi completado para 250mL com agua deionizada.

Solucéo “STOP” para coloragdo com prata
3,65 g de Sodio EDTA 2H,0O
O volume foi completado para 250 mL com agua deionizada.
Obs: ¢ importante manter o volume de 250 mL para gel de 1 mm, pois a redugdo deste

volume interfere na nitidez da coloracao.

Solucgéo estoque para SDS page

Acrilamida 30,0g
Bis-Acrilamida 0,8g
Agua 100mL

Tampéao Upper
Tris-base 30,29¢
SDS 2,0g
O volume foi completado para 1000mL e o pH acertado para 6,8.

Tampéao Lower
Tris-base 90,8g
SDS 2,0g
O volume foi completado para 1000mL e o pH acertado para 8§,8.



40

Tampao de corrida 4x concentrado
Tris-base 12,0g
Glicina 57,6g

O volume foi completado para 1000mL e diluido na hora do uso para 1x e acrescentado
1% de SDS.

Tampao de amostra

Tampao Upper 25mL
SDS 2,0g
Glicerol 10mL
B-Mercaptoetanol SmL

Solugdo azul de bromofenol a 0,1% 1mL

O volume foi completado para 100mL de dgua deionizada.
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A 2 - Solugdes utilizadas no preparo do Western Blot

Tampéo de transferéncia

Tris 2,5g
Glicina 14,4g
Metanol 100mL

O volume foi completado para 1000mL de agua deionizada e o pH acertado para 8,3

com NaOH 0,75N e HCI 0,75N.

Solucéo de bloqueio

BSA 3% 6,0g
Azida Sodica 0,02% 40mg
PBS Ix 200mL

Tampéo de Bloqueio
PBS 1x
1% de BSA (Soro Albumina Bovina)

PBS-T-G
Tween 20 0,05% 0,25mL
Gelatina 0,25% 1,25g

PBS 1x 500mL
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Tampao para PNPP

Dietanolamina 100mM 10mL
MgCL, 5SmM 0,1g
NaCl 100mM 5,8¢g
Agua 1000mL

O pH foi acertado para 9,5 com NaOH 0,75N.

Solugéo Tris Salina

NaCl 150mM 0,75g
Tris 50mM 0,6g
Agua 1000mL

O pH foi acertado para 7,5 com NaOH 0,75N

Solugéo PBS 5x

NaCl 40,0g
KClI 10,0g
Na,HPO4 5,75¢g
KH,PO, 1,0g

Completa o volume para 1000mL de agua deionizada e acerta o pH para 7,36 com

NaOH 0,75N.

Solucéo Reveladora

NaCl 10mM 0,290g
MgCl, 5SmM 0,290¢g
Tris 100mM 6,0g

Agua 500mL
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Acerta o pH para 9,5 com NaOH 0,75N e estoca a 4°C por até um ano. Utiliza-se 10 mL
desta solucdo em adi¢do com 44ul. de NBT e 30 uLL. de BCIP na hora do uso.
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A 3 — Meios de cultura e tamp0es

Meio de trigo e dextrose

Farelo de Trigo 50,0g
Dextrose 20,0g
Agar 20,0g
Agua 1000mL

O farelo de trigo foi cozido em 500mL de 4gua fervente durante 5 min., posteriormente
esperou-se esfriar por meia hora e finalmente foi filtrado em gaze e adicionado a

dextrose. O pH foi ajustado para 6,5 com NaOH 0,75N.

Meio MYE-G

Extrato de Malte 1,7g
Extrato de Levedura 5,0g
Glicerol 50mL
Agua 1000mL

Meio para producéo de basidiocarpos
Agar 20,0g
Agua 1000mL

Utilizou-se 8 a 10cm de ramo de cacaueiro seco e imido em cada erlenmeyer de 250mL
e incuba a 22°C. O ramo deve ser colocado préoximo ao disco de micélio de C.

perniciosa.



Tampdo para extracao protéica

Triton 1,5%
Tris-HCI 1M pH 6,8 50mM
B-Mercaptoetanol 1%
PVP 0,2%
Agua 10mL

O B-Mercaptoetanol deve ser adicionado na hora do uso.
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