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RESUMO

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Variabilidade entre isolados de
Phaeoisariopsis griseola. 2007. 153 p. Tese (Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A mancha-angular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), causada pelo fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, é responsavel por perdas expressivas
na produtividade do feijoeiro no Brasil. As perdas podem atingir 80% na
producdo, sob condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento da doenca.
A estratégia de controle mais eficiente € o emprego da resisténcia genética. No
entanto, o sucesso do desenvolvimento de uma estratégia para controlar e ou
reduzir o impacto do fungo P. griseola requer o entendimento dos niveis de
variabilidade e o conhecimento prévio da estrutura populacional do patdgeno.
Devido a importancia desta doenca no estado de Minas Gerais e a elevada
capacidade de variagdo patogénica deste fungo, 0 monitoramento constante desta
variabilidade é de grande importancia para o desenvolvimento de estratégias
apropriadas para a obtencdo de cultivares resistentes ao patdgeno.
Tradicionalmente, a elevada variacdo genética e patogénica apresentada pelo
fungo P. griseola tem sido detectada pela utilizagdo do conjunto de cultivares
diferenciadoras e por meio de marcadores moleculares. Adicionalmente, pode-se
levar em consideracdo a ocorréncia de anastomose entre hifas como um carater
para a realizacdo de estudos populacionais. Os objetivos deste trabalho foram: i)
investigar a variabilidade patogénica entre isolados de P. griseola coletados no
Estado de Minas Gerais; ii) estudar a diversidade genética e a estrutura genética
de populagdes entre isolados de P. griseola coletados nos estados de Minas
Gerais e Goias, por meio de marcadores RAPD e iii) identificar a variacéo entre
isolados do fungo P. griseola, coletados no estado de Minas Gerais, por meio de
grupos de anastomoses. Foram identificados 10 pat6tipos diferentes entre os 48
isolados de P. griseola, evidenciando a elevada capacidade de variacdo
patogénica deste fungo em Minas Gerais. Os patétipos 55-15, 63-15, 63-25 e 63-
27 ndo haviam sido detectados neste estado. Todos os patétipos (63-7, 63-15,
63-23, 63-25, 63-27, 63-31, 63-47, 63-55 e 63-63) identificados neste estudo,
exceto o patétipo 55-15, induziram reagGes compativeis com todas as cultivares
andinas e foram classificados como de origem mesoamericana. Os patétipos 63-
31 (25%) e 63-63 (47,92%) foram identificados em maior freqléncia, sendo o
patétipo 63-63 amplamente distribuido entre os locais estudados. O patdtipo 63-
63 quebrou a resisténcia de todos os genes presentes em todas as cultivares
diferenciadoras. Observou-se a ocorréncia de pontes de anastomose em forma de
H, entre os 20 isolados estudados. Todos os isolados formaram anastomose,



porém, trés isolados apresentaram 85% de compatibilidade, ou seja, foram
compativeis com 17 isolados. Este é o primeiro relato da ocorréncia de
anastomose entre hifas para o fungo P. griseola. Foi observada a formacéo de 16
grupos. Isolados pertencentes a grupos diferentes podem apresentar formacéo de
anastomose entre hifas. Foi constatada elevada variabilidade para a ocorréncia
de anastomoses entre hifas e a auséncia de agrupamento entre os isolados para a
formagdo de anastomose demonstra a existéncia de variabilidade genética para
os locos envolvidos com o controle deste carater. A similaridade genética,
calculada utilizando-se informacdo de marcadores RAPD, entre os 70 isolados
de P. griseola, variou de 0,301 a 0,993, com média de 0,746. As analises
descritivas revelaram tendéncia de diferenciagdo dos isolados por cidades de origem.
A estimativa do indice de diversidade de Shannon revelou que as cidades de Vigosa-
MG e ljaci-MG apresentaram, respectivamente, a maior e a menor diversidade
genética. A diferenciacdo genética entre as populagdes estudadas foi de 0,1979
(Gst). Portanto, 80,21% da variacdo deve-se a variacdo dentro das populacGes. A
AMOVA demonstrou que 77,51% da variagcdo esti contida dentro de cidades e
22,49% entre cidades. Foi realizada uma comparacdo par a par dos 76 locos
polimdrficos estudados. Foram obtidos valores de desequilibrio gamético
significativos para as populag@es estudadas, mostrando que P. griseola mantém
uma estrutura genética consistente com a reproducao assexual.

*Qrientadora: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI



ABSTRACT

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Variability among Phaeoisariopsis
griseola isolates . 2007. 153 p. Thesis (Plant Genetics and Breeding Program) —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.*

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) angular leaf spot, caused by the fungus
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, is responsible for extensive yield
losses of common bean in Brazil. Yield loss can reach up to 80% under disease
favorable environmental conditions. Breeding for disease resistance is the most
effective strategy to control the bean angular leaf spot disease. However, the
successful development of a strategy to control and or reduce the impact of P.
griseola requires an understanding of the levels of variability and previous
knowledge of the population structure of the pathogen. Due to the importance of
common bean angular leaf spot in Minas Gerais State and to the high magnitude
of pathogenic variability of this fungus, monitoring the pathogenic variability of
its causal agent becomes an important tool for the development of adequate
strategies for a breeding program aimed at the development of resistant cultivars.
Traditionally, the high pathogenic and genetic variation has been evaluated by
differential cultivars and molecular markers. Besides, the anastomosis
occurrence among hyphae can be taken into consideration as a trait for
population studies. The aims of this work were: i) to investigate the pathogenic
variability among P. griseola isolates collected in Minas Gerais state, Brazil; ii)
to study the genetic diversity and population’s structure among P. griseola
isolates collected in Minas Gerais and Goias state, Brazil, by RAPD markers and
iii) to identify the variation among isolates of P. griseola fungus collected in Minas
Gerais state, Brazil, by anastomosis groups. Ten pathotypes were identified among
forty-eight isolates of P. griseola demonstrating the wide pathogenic variability
of this fungus in Minas Gerais State. Pathotypes 55-15, 63-15, 63-25 e 63-27
had not been reported in this state. Pathotypes (63-7, 63-15, 63-23, 63-25, 63-27,
63-31, 63-47, 63-55 e 63-63) identified in this study, except the pathotype 55-15,
induced compatible reactions with all andean cultivars and were classified as
mesoamerican pathotypes. . Pathotypes 63-31 and 63-63 were the most frequent,
whereas pathotype 63-63 was the most widespread among the places studied.
Patothype 63-63 overcame resistance genes present in all differential cultivars.
Anastomosis bridges were observed in H form among 20 isolates studied.
Anastomosis were observed for all the isolates ones, however three isolates
presented 85% compatibility, in other words, were compatible with 17 isolates. This
is the first report of the anastomosis occurrence among hyphae for the P. griseola
fungus. Sixteen anastomosis groups were observed. Isolates from different



groups can present anastomosis among hyphae. High variability for anastomosis
occurrence among hyphae and ausent clustering among isolates for formation of
anastomosis among hyphae demonstrating the existence of genetic variability for
loci envolved with control this trait. The genetic similarity, obtained from RAPD
markers, among the seventy isolates of P. griseola, varied from 0.301 to 0.993,
with average of 0.746. The descriptive analyses revealed tendency of
differentiation of isolates for origin areas. The Shannon diversity index revealed
that Vigosa, MG and ljaci, MG counties presented, respectively, the largest and
the smallest genetic diversity. The genetic differentiation among the populations
was 0.1979 (Gst value). Therefore, 80.21% of the genetic variation observed in
this study was due to differentiation within populations. AMOVA demonstrated
that 77.51% of the variation was contained within counties and 22.49% among
counties. Pairwise comparisons of 76 polymorphic RAPD loci gave
disequilibrium values that were all significantly different from zero for studied
populations, showing that P. griseola maintains a genetic structure consistent
with asexual reproduction.

*Advisor: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI



CAPITULO 1



1 INTRODUGAO GERAL

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é a mais importante
leguminosa consumida no mundo, sendo o Brasil o maior produtor (FAO, 2006)
e consumidor mundial dessa leguminosa. Apesar de ocupar posi¢do de destaque
na producdo mundial de feijdo, a produtividade brasileira é baixa. No ano de
2006, a producdo nacional de feijao foi de 3.406.478 t, numa area de 4.012.367
ha. A produtividade foi de 849 kg.ha‘l, tendo, na safra das aguas, a
produtividade sido de 1.997 kg.ha™, na safra da seca, de 724 kg.ha® e, na safra
de inverno, de 866 kg.ha™ (IBGE, 2007).

Independentemente do sistema de manejo adotado, estresses bidticos e
abioticos representam as principais limitacdes para a alta produtividade desta
cultura (Miklas et al., 2006). Dentre as principais causas da baixa produtividade
da cultura estdo as doencas fangicas da parte aérea, entre as quais destacam-se a
mancha-angular, a antracnose e a ferrugem (Sartorato, 2003; Vale et al., 1997),
dependendo das condi¢Bes ambientais e das cultivares em uso.

Por muito tempo, a mancha angular, causada pelo fungo Phaeoisariopsis
griseola (Sacc.) Ferraris., foi considerada uma doenca secundaria (Paradela
Filho, 1972; Viera, 1974). No entanto, a partir de 1990, tem ocorrido com maior
severidade (Dalla Pria et al., 1999; Ito et al., 2004; Hemp & Massignma, 2004;
Sartorato et al., 1991) e, atualmente, ocupa lugar de destaque. E considerada
uma das mais importantes doencas, em condigdes tropicais e subtropicais
(Stenglein et al., 2003). As perdas na producdo provocadas por ela podem
chegar a 80%, dependendo das condigbes ambientais, da suscetibilidade das
cultivares e do estadio de desenvolvimento da cultura (Liebenberg & Pretorius,
1997; Mahuku et al., 2002a). Adicionalmente, sdo registradas perdas de



qualidade das sementes e ou grdos e reducdo do valor de mercado e na
disponibilidade de sementes (Pastor-Corrales et al., 1998).

O controle da doenca pode ser realizado quimicamente, por meio de
fungicidas, resultando na reducdo da rentabilidade, além de promover danos ao
ambiente (Miklas et al., 2006). Em virtude deste fato, a utilizacdo de cultivares
resistentes ao patdgeno, associada a boas préaticas de manejo, constitui a melhor
estratégia para o controle da mancha-angular devido a praticidade e & economia.
Porém, o manejo adequado de doengas requer ndo apenas o desenvolvimento de
cultivares mais resistentes, mas também que se encontrem formas de aumentar a
durabilidade e a estabilidade desta resisténcia (Casela, 2002).

O desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha-angular é
dificultado pela elevada variabilidade patogénica apresentada pelo fungo P.
griseola. O sucesso do desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha-
angular depende do entendimento dos niveis de variabilidade das populagdes do
patdgeno.

Tradicionalmente, a variacdo tem sido avaliada pela determinacdo do
padrdo de infeccdo dos isolados sobre um conjunto de cultivares diferenciadoras.
A adocdo de um sistema de nomenclatura padrdo proposto por Pastor-Corrales
& Jara (1995), permitiu uma comparacdo consistente dos dados obtidos por
diferentes pesquisadores. No Brasil, mais de 50 pat6tipos ja foram identificados
(Sartorato & Alzate-Marin, 2004). Alternativamente, a variabilidade entre
isolados de P. griseola tem sido avaliada por meio do uso de marcadores
moleculares (Busogoro et al., 1999; Guzman et al., 1995; Mahuku et al., 2002a;
Nietsche et al., 2001; Nietsche et al., 2002; Pastor-Corrales et al., 1998;
Sartorato, 2004; Stenglein & Balatti, 2006; Wagara et al., 2004) e tem sido
verificada a ocorréncia de ampla variabilidade genética. O conhecimento do
nivel de variabilidade entre os isolados pode determinar o sucesso de um

programa de melhoramento, visando & obtencdo de cultivares de feijao



resistentes a mancha-angular. Este conhecimento propicia a ado¢do de melhores
estratégias que permitam o desenvolvimento de cultivares de feijao com
resisténcia duréavel.

Os isolados de P. griseola podem ser agrupados em dois conjuntos
génicos, andino e mesoamericano. Guzman et al. (1995) e Pastor-Corrales et al.
(1995) foram os pioneiros em revelar o processo de coevolucédo entre o patégeno
e 0 conjunto génico hospedeiro de acordo com o centro de origem. Ou seja,
isolados de origem andina infectam cultivares do conjunto génico andino e,
isolados de origem mesoamericana infectam cultivares do conjunto génico
mesoamericano, mas possuem capacidade de infectar, também, cultivares de
origem andina. O processo de coevolucdo entre patégeno e hospedeiro
relaciona-se diretamente as estratégias de melhoramento a serem usadas para a
obtencdo de cultivares resistentes geneticamente ao patégeno (Miklas et al.,
2006).

Devido a elevada variabilidade do fungo P. griseola, o sucesso de um
programa de melhoramento que vise a obtencdo de cultivares resistentes a
mancha angular requer, sobretudo, 0 conhecimento da estrutura genética de
populagdes de uma dada regido. Tal conhecimento é crucial para determinar a
adocdo de estratégias para a obtencdo de cultivares resistentes. Entretanto, no
Brasil, ndo tém sido realizados estudos que objetive o conhecimento da estrutura
populacional deste fungo.

Os mecanismos responsaveis pela producdo do nivel de variabilidade
neste fungo ndo tém sido estudados. A recombinacdo parassexual & um possivel
mecanismo que pode estar gerando variagdo dentro de uma populacdo de
reproducdo assexuada. O passo inicial para que ocorra a heterocariose é a
formacdo de anastomoses entre hifas. A anastomose é a fusdo entre hifas, que
pode ser de dois tipos: em forma de H e adjacente. As anastomoses sdo

importantes para comunicacdo intra-hifas e homeostase da coldnia durante o



crescimento e a reproducdo (Saupe, 2000), além de permitir a troca de material
citoplasmatico e genético (Roca, 2004). Alguns mecanismos genéticos atuam,
impedindo a formacdo do heterocério (Glass et al., 2000).

Este trabalho teve por objetivos: i) verificar a diversidade patogénica e
genética de isolados de P. griseola coletados no estado de Minas Gerais, bem
como fornecer informacgdes sobre a estrutura genética da populacdo amostrada,
para orientar 0s programas de melhoramento genético que visam ao
desenvolvimento de cultivares resistentes & mancha-angular, e ii) identificar
entre isolados do fungo P. griseola coletados no estado de Minas Gerais,

variacdo por meio de grupos de anastomoses.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mancha-angular do feijoeiro

A mancha-angular é uma das principais doencgas fungicas do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil, sendo o agente causal conhecido por
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris. E um fungo imperfeito
(Deuteromicotina) da classe Hiphomycete, ordem Moniliales, familia Stilbaceae,
descrito originalmente como Isariopsis griseola, por Saccardo em 1878
(Stenglein et al., 2003). Ferraris, em 1909, mostrou que o0 género lIsariopsis Fr.
Sacc. ¢ idéntico ao género Phaeoisariopsis Nob. e renomeou o fungo como
Phaeoisariopsis griseola (Stenglein et al., 2003). Este foi reconhecido por Ellis
(1971) e o Instituto Internacional de Micologia (IMI) (Anonymous, 1986b). O
nome P. griseola ndo foi inicialmente aceito (Hocking, 1967; Andersen, 1985) e,
até meados da década de 1980, o patdgeno ainda era denominado, por alguns
pesquisadores, de Isariopsis griseola (Liebenberg & Pretorius, 1997).

Sob condigdes de campo, o patdgeno produz, na face inferior da folha,
sinémios com didmetro de 40 um e um comprimento de 500 pum e sdo
compostos por conidiéforos paralelos e escuros e forma tufos visiveis a olho nu.
No apice de cada conidiéforo sdo formados os conidios.. Os conidi6foros
tendem a separar-se com a idade, quando iniciam a frutificacdo. Os conidios sdo
hialinos com um a trés septos, geralmente, podendo apresentar até cinco septos;
apresentam-se sob a cor marrom, forma cilindrica a fusiforme, e ligeiramente
curvos; medem de 50 a 60 um de comprimento e 5,5 a 8,0 um de largura
(Campos-Avila, 1987; Zaumeyer & Thomas, 1957).

Os conidios podem germinar em trés horas, sob condi¢cdes de umidade.

A germinacédo bipolar é mais comum, embora a germinacédo lateral, com trés a



quatro tubos germinativos tenha sido observada. Os esporos infectam os tecidos
das folhas, ao penetrar através dos estdmatos. A penetracdo se completa em dois
dias, sob condicdes 6timas. O micélio se desenvolve na cavidade subestomatal e,
depois de quatro dias, coloniza o espaco intercelular entre o parénquima
palicadico. Os cloroplastos apresentam sinais de degradacdo trés dias apds a
inoculagdo, seguidos por necrose das células guardas e das células do mesofilo
adjacente; desintegracdo do parénquima palicadico e, finalmente, a epiderme é
destruida (Liebenberg & Pretorius, 1997). Segundo Campos-Avila (1987), aos
19 dias, o fungo se desenvolve intracelularmente nas lesdes necroéticas; doze dias
depois, na cavidade subestomatica, o fungo desenvolve um estroma, do qual
emergem os conidiéforos que formam o sinémio.

P. griseola é comum em P. vulgaris, tanto em variedades cultivadas
quanto em silvestres. A doenca também pode ser observada em Phaseolus
lunatus L. (Campos-Avila & Fucikovsky, 1981). Cardona-Alvarez & Walker
(1956) identificaram este fungo na cultura da soja (Glycine max) e Diaz et al.
(1965) detectaram niveis baixos a moderados de infecgdo em folhas de caupi
(Vigna unguiculata). Existem também relatos de lesGes provocadas por P.
griseola em Phaseolus acutifolius, Phaseolus angularis, Phaseolus calcaratus e
Phaseolus coccineus (Campos-Avila & Fucikovsky, 1980). Este fungo tem
varios hospedeiros alternativos.

E importante enfatizar que outras espécies podem ser (teis como fonte(s)
de resisténcia em programas de melhoramento para introgressdo de genes. A
existéncia de hospedeiros alternativos leva a implicacbes epidemioldgicas.
Hospedeiros alternativos e restos culturais sdo importantes fontes de indculo
(Sengooba & Mukiibi, 1986). Na auséncia de hospedeiro vivo, o patégeno
sobrevive sobre restos culturais, sob condigdes de campo, por tempo superior a
19 meses. O fungo sobrevive sobre a semente por nove ou doze meses
(Liebenberg & Pretorius, 1997).



Toda a parte aérea é afetada, especialmente as folhas e vagens
(Liebenberg & Pretorius, 1997). No entanto, em menor propor¢do, podem
aparecer lesbes nos caules, ramos e peciolos. Nas folhas, as lesGes variam de
cinza-escuro a marrom e sdo freqiientemente delimitadas pelas nervuras, o que
proporciona o aspecto angular. Sob condicdes de infeccdo severa, as lesGes
coalescem, causando o amarelecimento e o desfolhamento prematuro (Ferraz,
1980). Lesdes nas folhas primarias tendem a ser circulares (Saettler, 1991). Nas
vagens, as lesbes sdo aproximadamente circulares, de coloragdo castanho-
avermelhada. Sdo de tamanho varidvel e, quando numerosas, cobrem toda a
largura da vagem. A infeccdo pode se disseminar sobre as sementes, as quais se
tornam coloridas e mal desenvolvidas e ou totalmente enrugadas. Nos caules,
ramos e peciolos, as plantas podem apresentar les6es alongadas de cor castanho-
escura (Saettler, 1991).

A doenca pode ocorrer no estadio inicial de desenvolvimento da
plantula, dependendo da disponibilidade de indculo. Para iniciar uma epidemia
de mancha-angular, sdo necessarios esporos advindos de fora da lavoura/area
experimental (Sartorato et al., 2005). Segundo Liebenberg & Pretorius (1997),
como in6culo primario, podem atuar as sementes primarias, os restos de cultura
e as lavouras também contaminadas. As préprias lesdes que se desenvolvem nas
plantas atuam como inéculo secundério. Os principais agentes de disseminacao
sdo chuvas, ventos, sementes e particulas de solo contaminadas (Cardona-
Alvarez & Walker, 1956). A doenca é favorecida por ambiente seco-Umido
intermitente e temperaturas em torno dos 24°C (Brenes et al., 1983; Sartorato &
Rava, 1992).

A ocorréncia desta doenca foi relatada em mais de 78 paises (Liebenberg
& Pretorius, 1997), incluindo Africa (Allen, 1995), América, Europa, Asia,
Australia ou Oceania (Anonymous 1986a; Cardona-Alvarez, 1956; Zaumeyer &

Thomas, 1957), com expressivas conseqliéncias econdmicas (Stenglein et al.,



2003). Perdas de produtividade maiores que 50% foram detectadas na India
(Singh & Sharma, 1976), 80% na Colémbia (Schwartz et al., 1981), 82% na
Costa Rica (Wang et al., 1985) e de 51% a 70% no Brasil (Mora, 1983). Perdas
devido a baixa qualidade da semente (sementes secas e murchas) podem ser
consideraveis.

Estudos de heranga revelaram que a resisténcia nas cultivares AND 277
(Carvalho et al., 1998), MAR 2 (Ferreira et al., 2000), Cornell 49-242 (Nietsche
et al., 2000), Mexico 54 (Sartorato et al., 2000), BAT 332 (Caixeta et al., 2003),
Ouro Negro (Corréa et al., 2001) e G 10474 (Mahuku et al., 2004) é monogénica
e condicionada por um alelo dominante. Heranga monogénica controlada por
alelos recessivos também foi relatada (Corréa et al., 2001; Santos Filho et al.,
1976).

Caixeta (2002) realizou testes de alelismo para verificar se os alelos de
resisténcia presentes em cinco fontes de resisténcia estdo presentes em um
mesmo loco ou em locos distintos. Foi demonstrado que a cultivar Cornell 49-
242 possui apenas um alelo (Phg-3); a cultivar AND 277 apresenta quatro alelos
para resisténcia, denominados Phg-1, Phg-2?, Phg-3* e Phg-4% a cultivar
México 54 apresenta trés alelos (Phg-2, Phg-5 e Phg-6); a cultivar MAR 2 tem
dois alelos (Phg-4 e Phg-5°) e a cultivar BAT 332 apresenta a forma alélica Phg-
6%

Portanto, o controle da resisténcia a P. griseola pode ser monogénico e
ou oligogénico. Amaro et al. (2007) sugerem que varios genes podem estar
envolvidos no controle da resisténcia a mancha-angular. Esses autores ao
avaliarem a variabilidade entre linhagens de feijdo para resisténcia a mancha-
angular, observaram graduagdo nos sintomas observados entre as linhagens
consideradas resistentes e atribuiram essa graduacdo ao efeito ambiental,
enfatizando a possivel existéncia de controle poligénico deste carater (Amaro et
al., 2007).



Tém sido desenvolvidas vérias estratégias para tornar eficaz o controle
da mancha-angular e, entre elas, salienta-se 0 uso de sementes sadias (livres do
patdgeno), a rotacdo de culturas, o uso de fungicidas e o emprego da resisténcia
genética (Stenglein et al., 2003). O uso de cultivares resistentes destaca-se como
a alternativa mais eficaz e de menor custo para o controle desta doenca, além de
ndo agredir o meio ambiente (Miklas et al., 2006). Para que esta estratégia seja
usada, é necessario o conhecimento da variabilidade patogénica apresentada pelo

fungo no(s) local(is) em que sera(do) desenvolvida(s) a(s) cultivar(es).

2.2 Variabilidade patogénica de Phaeoisariopsis griseola

As diferentes reacdes (resisténcia e suscetibilidade) apresentadas por
uma cultivar em diferentes regides caracteriza a hipdtese da existéncia de
diferentes patétipos do patdgeno. Este fato torna-se mais evidente quanto maior
for a diferenca entre a resisténcia e a suscetibilidade manifestada pelas cultivares
(Sartorato, 1989).

O fungo P. griseola possui ampla variabilidade de viruléncia, o que
justifica o elevado nimero de pat6tipos existentes e a complexidade no emprego
da resisténcia genética. Dessa forma, torna-se essencial o monitoramento
constante deste patdgeno e a busca de novas fontes de resisténcia e,
consequentemente, promove-se 0 desenvolvimento de novas cultivares
resistentes de feijdo, com o proposito de controlar a doenca.

Vérios pesquisadores descreveram a variabilidade entre isolados de P.
griseola de diferentes areas ao redor do mundo. Brock (1951), ao estudar a
resisténcia de variedades de feijdo (‘Brown Beauty’, ‘Stringless Black
Calentine’, ‘Pinto’ e ‘Red Mexican’) a mancha-angular, observou que treze
isolados australianos apresentaram diferentes padrdes de viruléncia. Embora tais

resultados tenham sido questionados, pois os autores ndo utilizaram cultura
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monosporica, eles ressaltaram pioneiramente, a ocorréncia de variabilidade entre
os isolados, alertando para o perigo de utilizacdo de apenas uma cultivar em um
dado campo de producéo.

Outro trabalho de destaque foi conduzido por Marin-Villegas (1959) na
Colbmbia, visando identificar uma possivel variabilidade de P. griseola. Neste
estudo, realizado com 14 cultivares diferenciadoras de feijao e 30 linhagens do
patdgeno, resultou no agrupamento de 13 patdtipos distintos.

Uma vez constatada tal variabilidade, indmeros trabalhos foram
conduzidos, empregando diferentes cultivares diferenciadoras, reafirmando a
amplitude desta variabilidade e a existéncia de fontes de resisténcia. Entre os
trabalhos realizados, podem ser citados os de Alvarez-Ayala & Schwartz (1979),
Buruchara (1983), Correa & Saettler (1986), Correa-Victoria (1987), Pyndji
(1992), Sartorato & Rava (1984), Sartorato et al. (1991), Wagara et al (1995).
Igualmente, estes estudos relataram a existéncia de elevada variabilidade e a
inadequacdo e a insuficiéncia das cultivares diferenciadoras para a discriminacéo
dos patétipos.

Os trabalhos supracitados demonstram que o fungo, P. griseola, possui
ampla variabilidade patogénica, sendo indispensavel a utilizacdo de uma
metodologia padrdo para a identificacdo e a denominacdo de patétipos.
Depreende-se claramente que, até meados da década de 1990, ndo havia uma
padronizacdo no uso das cultivares diferenciadoras, impossibilitando a
comparacdo de resultados de avaliacdo de cultivares de diferentes regides,
dificultando a permuta de fontes de resisténcia e a verificagcdo da real dindmica
populacional do patoégeno.

Na tentativa de padronizacdo dos métodos de determinagdo da
variabilidade de P. griseola, foi realizado, no ano de 1995, no Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Coldombia, o “I Taller
International sobre la Mancha Angular del Frijol Comum”. Nesta reunido, ficou
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instituido o conjunto de doze cultivares diferenciadoras, das quais seis séo de
origem andina e seis de origem mesoamericana. Estas cultivares foram
selecionadas ap0s testes preliminares realizados no CIAT (Pastor-Corrales &
Jara, 1995). Para a denominacéo do patétipo, foi proposta a utilizacdo do método
de Habgood (1970), que consiste no uso do grupo de cultivares diferenciadoras
em ordem pré-estabelecida, utilizando um método binario e obtido por expanséo
binomial, de tal forma que o nome do pat6tipo é um nlmero. Esse sistema,
combinado com as duas classes de resposta a infecgdo (resisténcia ou
suscetibilidade), permite classificar um total de 2¢ = 2* = 4096 pat6tipos, em
que “d” é o nimero de linhagens diferenciadoras.

O Quadro 1 apresenta exemplo hipotético, cujo isolado foi classificado
como patotipo 31-23. Os numeros 31 e 23 fazem alusdo ao somatério dos
valores hinarios referentes as cultivares andinas e mesoamericanas,
respectivamente, com as quais o isolado apresentou reacédo de compatibilidade.

O wuso desta metodologia, internacionalmente reconhecida, tem
contribuido consideravelmente para a eficacia dos programas de melhoramento
visando resisténcia a mancha-angular. Entre os beneficios, destacam-se o
intercdmbio de germoplasma e a permuta de informacédo entre os pesquisadores
de diversas partes do mundo.

Trabalhos pioneiros realizados por Guzman et al. (1995) e Pastor-
Corrales & Jara (1995) relataram, a ocorréncia do processo de coevolugdo
patdgeno-hospedeiro. Aparicio (1998) estudou 66 isolados provenientes de oito
estados brasileiro (Espirito Santo, Goids, Minas Gerais, Paraiba, Parana,
Pernambuco, Rondénia e Santa Catarina) e verificou a ocorréncia de 30
patétipos diferentes entre os isolados estudados, sendo os patétipos 15-39, 31-
23, 63-23 e 63-31, os mais frequentes. O resultado deste trabalho indicou apenas

a ocorréncia de isolados do conjunto génico mesoamericano.
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QUADRO 1 Conjunto de cultivares diferenciadoras de feijoeiro para a

caracterizacdo de patétipos de Phaeoisariopsis griseola,

conjunto génico e seus valores binérios.

_ Cultiv_ares Copjl_mto _Série_ \_/a!o_r Reacio®

diferenciadoras génico binomial binario
A | Don Timéteo Andino 2° 1 C
B|G 11796 Andino 2" 2 C
C | Bolon Bayo Andino 2 4 C
D | Montcalm Andino 2° 8 C
E | Amendoin Andino 2* 16 C
F |G 5686 Andino 2 32 [
G|Pan 72 Mesoamericano 2 1 C
H|G 2858 Mesoamericano 2 2 C
| | Flor de Mayo Mesoamericano 2° 4 C
J | México 54 Mesoamericano 2° 8 I
K | BAT 332 Mesoamericano 2 16 C
L | Cornell 49-242 Mesoamericano 2° 32 I
Pat6tipo 31-23

& C: reacdo compativel; I: reacdo incompativel.

® Exemplo hipotético

Pastor-Corrales et al. (1998) caracterizaram 316 isolados de P. griseola

oriundos de onze paises da América Latina e dez paises da Africa, com base no

conjunto de doze cultivares diferenciadoras, e observaram que 82 sdo andinos,

193 mesoamericanos e 41 sdo de origem desconhecida. Embora os isolados de

P. griseola tenham apresentado consideravel variacdo entre e dentro de paises,

foi possivel classifica-los em dois grupos principais, andino e mesoamericano.

Os autores discutiram sobre a origem dos isolados e sugeriram que isolados de

13




P. griseola co-evoluiram com o feijdo e que, em geral, isolados de origem
mesoamericana sao mais virulentos que os de origem andina. Esta informacédo é
importante para realizar um eficiente e econémico processo de selecdo de
germoplasma para resisténcia duravel a mancha-angular.

Pastor-Corrales et al. (1998) realizaram também a avaliacdo de 22.832
acessos de P. vulgaris do CIAT, em experimentos de campo e casa de
vegetacdo, e verificaram que apenas 59 foram classificados como intermediérios
(notas de 4 a 6) e 64 foram considerados resistentes (notas de 2 a 3), nos ensaios
de campo. Entre estes 123 acessos que foram classificados como intermediarios
ou resistentes em campo, somente 19 mostraram reacGes similares quando
testados em casa de vegetacdo, 0s quais se constituiram em valiosas fontes de
germoplasma para serem utilizados em trabalhos futuros. Os autores enfatizam
que os dois tipos de ensaios realizados simultaneamente fortalecem as
conclusdes sobre a resisténcia dos acessos.

Busogoro et al. (1999) coletaram 54 isolados de P. griseola, tendo 44
sido coletados na regido dos Grandes Lagos da Africa e outros 10 foram
coletados no Brasil e na Colémbia. A caracterizagdo da viruléncia foi realizada
com base em 29 gendtipos, 0s quais consistiam de 17 gendtipos de P. vulgaris, 6
acessos de P. coccineus e 6 acessos de P. polyanthus. Foi observado um total de
53 padrbes de viruléncia diferentes, além de diferencas entre os padrbes de
viruléncia, mesmo quando os isolados tinham uma origem comum. E importante
ressaltar que, neste trabalho, ndo sdo conhecidos 0s genes de resisténcia das
cultivares utilizadas para verificar a diferenca entre os isolados, o que dificulta a
interpretacdo destes dados em termos de estrutura de populagbes. Os autores
propuseram que a diversidade dentro das populacBes do patégeno deve-se a
existéncia de diferentes mecanismos, incluindo mutagcfes pontuais, migracdo e
recombinacdo sexual. Padres RAPD similares encontrados entre isolados

coletados de diferentes origens geogréaficas sugerem a ocorréncia de migracao.

14



Para um patdgeno de reproducdo sexual desconhecida, a diversidade observada
ndo pode ser atribuida a recombinacdo sexual. Mutacdes pontuais, algumas
aberragdes cromossdmicas (delecOes, translocacdes e perdas cromossémicas) e a
presenca de transposons (Kempler & Kiick, 1998) podem incrementar a
variabilidade.

Jara et al. (2001) realizaram levantamento de 419 isolados de P. griseola
em 22 paises do mundo e observaram a ocorréncia de 120 patdtipos distribuidos
em dois grandes grupos, andino e mesoamericano. A andlise de diversidade
demonstrou que Brasil, Colémbia, Costa Rica e Honduras apresentaram o0s mais
altos indices de diversidade da América Latina. Observaram também que a
cultivar diferenciadora G5686 (Andina) foi a mais resistente e concluiram que
esta cultivar deve ser considerada como fonte de resisténcia em um programa de
melhoramento em combinacdo com outros genes, principalmente os de origem
mesoamericana, para otimizar o potencial de resisténcia estavel. Estes autores
ressaltaram a importancia do monitoramento permanente das variacdes na
estrutura populacional do patdgeno, devido a alta dindmica populacional de P.
griseola.

No Brasil, ja foram realizados levantamentos em varios estados. Em
levantamento feito por Nietsche et al. (2001), em Minas Gerais, foi avaliada a
diversidade genética de 30 isolados de P. griseola. Treze pat6tipos foram
identificados, o que demonstra a alta variabilidade do fungo nas regifes
amostradas em Minas Gerais. Dois isolados coletados em Lavras, regido sul do
estado, infectaram todas as variedades da série diferenciadora, classificada como
0 patétipo 63-63. O patdtipo 63-23 foi 0 mais freqliente (dez isolados), estando
amplamente distribuido nas regifes estudadas, devendo ser, portanto, incluido
no processo de selecdo para a identificacdo de fontes de resisténcia. Este
trabalho sugeriu que o conjunto de cultivares diferenciadoras é limitado e que

existe necessidade de incorporacdo de novas fontes de resisténcia. A cultivar
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Mexico 54 foi identificada como uma possivel fonte de resisténcia para o estado
de Minas Gerais.

Mahuku et al. (2002a) estudaram 112 isolados de P. griseola coletados
na América Central e, adicionalmente, 25 isolados (6 do Equador e 19 da
Colbmbia) foram incluidos para elucidar as relacdes entre isolados deste fungo.
Foi evidenciada a ocorréncia de 50 patétipos diferentes entre os isolados
coletados na América Central, enquanto 14 pat6tipos foram identificados entre
os 25 isolados andinos do Equador e da Coldmbia. Nenhum dos patétipos
representou mais de 10% da amostra dos isolados e a maioria foi representada
por apenas um isolado. Os patdtipos que ocorreram em maior freqiiéncia foram
31-47, 31-31, 31-43 e 63-47. Importante ressaltar também a ocorréncia do
patétipo 63-63 em dois paises.

Ao estudarem 131 isolados de P. griseola coletados no continente
africano e na América Latina, Mahuku et al. (2002b) verificaram a presenca de
alta variabilidade patogénica caracterizada por 67 patdtipos, dos quais ocorreram
34 patotipos de origem mesoamericana e 14 foram tipicamente de origem
andina. Adicionalmente, 19 pat6tipos foram descritos como afro-andinos, devido
a sua capacidade de infectar as cultivares Pan 72, Flor de Mayo ou Cornell
49242, de origem mesoamericana.

Ao estudar a variabilidade genética da patogenicidade de P. griseola no
Brasil, Nietsche et al. (2002) identificaram 26 patétipos diferentes entre os 72
isolados estudados. Os patdtipos mais freqlientes foram: 63-31, 63-23, 63-55,
63-39 e 63-47. Entre os isolados obtidos no municipio de Lavras, MG, foi
observada a ocorréncia dos patotipos 31-7, 31-33, 31-39, 63-7, 63-23, 63-31, 63-
39, 63-47, 63-55 e 63-63. Neste trabalho, foi evidenciada também a
predominancia de isolados pertencentes ao conjunto génico mesoamericano.

Sartorato (2002) estudou 51 isolados de P. griseola coletados nos

estados de Santa Catarina, Parand, Goias, Minas Gerais e Paraiba, com o

16



objetivo de identificar patdtipos para posterior utilizagdo nos programas de
melhoramento para o desenvolvimento de novas cultivares resistentes a mancha
angular. Foram identificados sete patotipos diferentes (31-23, 55-31, 63-15, 63-
23, 63-31, 63-39 e 63-63), os quais foram isolados de cultivares de feijoeiro que
apresentavam sementes com tamanho médio ou pequeno e induziram reacdes de
compatibilidade com as diferenciadoras andinas e mesoamericanas, portanto
sendo classificadas como pertencentes ao conjunto génico mesoamericano. O
pat6tipo que apresentou maior distribuicdo geografica foi o 63-31, além de ter
sido o patdtipo que ocorreu em maior freqiiéncia (25 isolados), seguido pelo
patétipo 63-63 (20 isolados). A ocorréncia do pat6tipo 63-63 é um indicativo da
necessidade de busca constante por novas fontes de resisténcia. Ao inocular o
patétipo 63-63 sobre a cultivar AND 277, ocorreu a subdivisdo deste patdtipo
em dois grupos diferentes de patogenicidade; um deles supera a resisténcia
genética da cultivar AND 277 e o outro grupo nao consegue “quebrar” a
resisténcia desta cultivar (Sartorato, 2002).

Pastor-Corrales et al. (2004), na tentativa de identificar diversidade de
viruléncia no Sudeste e Leste da Africa, caracterizaram 15 isolados e
observaram a ocorréncia de nove patétipos diferentes. Neste levantamento, foi
observada a presenca de patétipos de origem andina e mesoamericana.

Ao analisar a variabilidade patogénica de isolados de P. griseola em dois
municipios (Inhumas e Damolandia) do estado de Goias, Brasil, Sartorato (2004)
verificou a ocorréncia de 13 patotipos diferentes, entre 0s 96 isolados estudados.
O patétipo 63-31 foi o mais frequente, seguido pelos patotipos 63-63, 63-15 e
63-23. Foi também verificado que as cultivares Cornell 49-242 (mesoamericana)
e AND 277 (andina) foram as mais resistentes e podem ser importantes para o
desenvolvimento de novas cultivares de feijdo com resisténcia a mancha-

angular.
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InformagBes valiosas aos programas de melhoramento que visem a
obtencdo de cultivares resistentes a mancha-angular foram fornecidas por
Sartorato & Alzate-Marin (2004). Os autores realizaram levantamento, na
literatura, dos trabalhos publicados sobre a diversidade de viruléncia de isolados
de P. griseola identificados no Brasil, entre os anos de 1996 e 2002. Foi possivel
observar a ocorréncia de 51 patétipos diferentes e que os patétipos 31-39, 63-31,
63-23, 63-39, 63-47, 63-55 e 63-63 sdo 0s de ocorréncia mais frequente e de
distribuicdo ampla. Os estados de Goias (25 pat6tipos) e Minas Gerais (20
patétipos) foram os que apresentaram maior variabilidade, respectivamente. A
maioria dos patétipos ocorre em apenas um estado, evidenciando a necessidade
da realizacdo do estudo da diversidade de viruléncia local. As cultivares Mexico
54, Cornell 49-242 e BAT 332 se apresentaram com maior nivel de resisténcia,
sendo incompativeis com 36, 27 e 23 pat6tipos de P. griseola, respectivamente.
A associacdo dos alelos presentes nessas trés fontes de resisténcia confere
resisténcia a 50 pat6tipos, exceto ao patétipo 63-63, sugerindo um possivel
programa de melhoramento que priorize a piramidacdo de alelos de resisténcia.
As cultivares andinas G5686 e Amendoim sdo também importantes fontes de
resisténcia.

Wagara et al. (2004a) caracterizaram a diversidade de viruléncia
presente no Kenya e verificaram que, entre os 100 isolados coletados em campo
de producdo, ocorriam 44 patotipos diferentes. Os autores classificaram os
isolados em trés grupos de viruléncia: andino (13 isolados), mesoamericano (70
isolados) e afro-andino (17 isolados). Estes autores denominam isolados andinos
como aqueles que infectam apenas cultivares andinas, enquanto isolados anfro-
andinos infectam, principalmente, cultivares andinas mais uma ou duas
cultivares mesoamericanas. Isolados mesoamericanos, por outro lado, infectam,
principalmente, cultivares mesoamericanas, mas também infectam cultivares

andinas. Estes autores ressaltam a importancia do desenvolvimento de cultivares
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de feijdo com resisténcia duravel a mancha-angular para a adogdo de estratégias
para um manejo integrado da doenca, especialmente para pequenos agricultores,
0s quais disponham de recursos limitados.

Orozco & Araya (2005), objetivando estudar a variabilidade patogénica
do fungo Phaeoisariopsis griseola na Costa Rica, para orientar programas de
melhoramento genético que visem a obtencdo de cultivares resistentes a mancha-
angular, coletaram 61 isolados em diferentes campos de produgéo e observaram
a ocorréncia de 21 pat6tipos diferentes. Verificaram, ainda, que 19 patétipos
infectaram cultivares diferenciadoras mesoamericanas e 17 patdtipos infectaram
ambos 0s grupos de cultivares diferenciadoras (andinas e mesoamericanas).
Segundo os autores, a diversidade patogénica encontrada nos isolados de P.
griseola, na Costa Rica, é produto da diversidade intrinseca das popula¢bes do
hospedeiro. Os autores propdem que as fontes de resisténcia a mancha-angular
devam ser selecionadas com a utilizacdo de patétipos mais freqlientes e mais
virulentos em germoplasma mesoamericano. As diferencas encontradas na
estrutura populacional do fungo, nos diferentes paises, tornam necessaria a
avaliacdo de germoplasma em cada regido e sob diferentes condigOes
ambientais. Neste trabalho, foi sugerida, como estratégia para obter resisténcia
durdvel, a piramidacdo de genes em cultivares comerciais bem adaptadas.

Vital et al. (2005) testaram a patogenicidade de isolados de P. griseola
para posterior classificacdo em patdtipos e verificaram que, entre os 25 isolados
testados nas cultivares IAC-Carioca e IAC-Maravilha, 20 isolados apresentaram
alta viruléncia e verificaram que a area foliar afetada foi de 80% e 5 isolados
afetaram apenas 1% da &rea foliar. Segundo os autores, embora 0s isolados ndo
tenham sido classificados quanto a variabilidade patogénica, foi possivel
constatar a existéncia de patotipos.

Stenglein et al. (2005) e Stenglein & Balatti (2006) estudaram a
variabilidade patogénica entre 45 isolados de P. griseola coletados em campos
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de producdo do noroeste da Argentina e observaram a ocorréncia de doze
patétipos diferentes entre os isolados estudados. Os pat6tipos mais frequientes
foram 63-15 e 63-63. Neste trabalho, os autores identificaram pat6tipos de
origem andina (oito isolados) e mesoamericana (37 isolados) coexistindo em um
mesmo local. Além disso, verificaram que o nivel de diversidade entre 0s grupos
é similar. Observacdo importante foi feita por esses autores ao perceberem que,
em diferentes lesbes em uma mesma folha da cultivar “NAG12” foram
encontrados pat6tipos diferentes e, também, de origens diferentes (63-15, 63-31,
14-0 e 30-0) o que promove o incremento das chances de ocorréncia de eventos
de recombinacéo.

Garcia et al. (2006) estudaram 96 isolados de P. griseola obtidos em
campo experimental no estado de Goias. Estes autores verificaram a ocorréncia
de sete pat6tipos diferentes (31-55, 63-23, 63-31, 63-39, 63-47, 63-55 e 63-63),
tendo o 63-63 sido o mais freqliente (40,63%). Além disso, foi verificada
também a ocorréncia de mais de um patdtipo em uma mesma lesdo, o que é
denominado de processo de infec¢cdo maltipla.

Vital (2006) verificou a ocorréncia de seis patdtipos distintos (16-4, 31-
15, 31-47, 39-63, 63-15 e 63-47) ao inocular, no conjunto de doze cultivares
diferenciadoras, sete isolados obtidos de diferentes municipios do estado de S&o
Paulo. O patétipo 31-15 foi identificado a partir de isolados provenientes dos
municipios de Mogi-Guagu e Pinhalzinho; os patétipos 16-4 e 39-63 foram
oriundos de gendtipos do municipio Capdo Bonito; os patotipos 31-47 e 63-47
foram provenientes de gendtipos do municipio Ribeirdo Branco, e o patotipo 63-
15 foi procedente de coleta realizada no municipio de Itapetininga. Neste
trabalho é notéria a especializacdo de cada patotipo por local (hospedeiros),
ressaltando que o monitoramento deve ser realizado por local para que as

estratégias de controle sejam adotadas eficientemente.
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O uso de cultivares diferenciadoras para discriminar a variabilidade
patogénica é amplamente difundido. Adicionalmente, tem sido proposto o uso de
marcadores genéticos, no intuito de proporcionar uma melhor visualizacdo dos
componentes de variabilidade existente na populacdo e, conseqlientemente,

verificar a estrutura genética populacional.

2.3 Marcadores genéticos

Robinson (1998) definiu marcadores genéticos como caracteristicas
qualitativas com heranga mendeliana simples e que séo facilmente reconhecidas.
Por meio dos marcadores genéticos é possivel realizar comparagdes genotipicas,
e estudos genéticos, ja que eles permitem verificar a heranca de caracteres,
ajudam na construcdo de mapas genéticos e permitem estudar a relacdo entre os
gendtipos.

Por muito tempo, a principal classe de marcadores utilizada foi a classe
de marcadores morfolégicos. Os estudos de genética e melhoramento eram
realizados com base em genes associados a caracteres morfoldgicos, de facil
identificacdo visual. Entretanto, estes ocorrem em nimero reduzido, limitando a
sua utilizacdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998), além de estarem sujeitos a forte
influéncia ambiental, mascarando o fenotipo. Estes marcadores foram usados
por naturalistas para identificacdo, descricdo e classificacdo dos seres vivos
(Mihlen et al., 2000). Além disso, proporcionaram o desenvolvimento das
teorias de Mendel, as teorias sobre ligacGes génicas e para a construcdo dos
primeiros mapas genéticos (Steiner & Greene, 1996).

O desenvolvimento dos marcadores isoenzimaticos, seguido do advento
das técnicas modernas de biologia molecular, proporcionou uma verdadeira
revolugdo nos estudos de genética. Estas técnicas possibilitaram o surgimento de

métodos variados para a detec¢do de polimorfismo genético, diretamente no
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DNA (marcadores de DNA) e o nimero de marcadores genéticos aumentou
substancialmente, possibilitando a sua aplicabilidade a todas as espécies vegetais
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.3.1 Marcadores moleculares

A descoberta das enzimas de restricdo proporcionou uma revolucdo na
biologia molecular, resultando no desenvolvimento de técnicas que podem
fornecer um ndmero ilimitado de marcadores altamente polimdrficos para
qualquer organismo vivo. Os distintos tipos de marcadores moleculares
disponiveis distinguem-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade
no ambito de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Inicialmente, a utilizacdo de enzimas de restricdo permitiu a analise de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo de DNA (“Restriction
Fragment Lenght Polymorphism” — RFLP) (Grodzicker et al., 1974). Mais tarde,
0 surgimento da técnica Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mullis & Faloona,
1987; Saiki et al., 1988) levou a um grande avanco da biologia molecular. A
técnica de PCR consiste na amplificagdo, in vitro, de fragmentos de DNA
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores ou primers de seqiiéncia conhecida e
complementares as extremidades do segmento a ser amplificado, direcionando a
sintese de DNA alvo em ciclos repetidos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A possibilidade de gerar grandes quantidades de DNA de segmentos
especificos do genoma via PCR causou grande impacto, visto que tornou
possivel a deteccdo de DNA a olho nu, diretamente em gel de eletroforese por
meio de corantes especificos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Igualmente, estes
marcadores apresentam a vantagem de identificar elevado nivel de polimorfismo

e sdo, geralmente, neutros em relacéo a efeitos ambientais, com minimo ou nulo
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efeito epistatico ou pleiotropico, possibilitando também a identificagdo de
gendtipos em estagios precoces de desenvolvimento.

Entretanto, a técnica de PCR apresentava uma importante limitacdo: a
construcdo de primers para a amplificacdo via PCR dependia, essencialmente,
do conhecimento prévio das sequéncias de nucleotideos que flanqueiam a
sequéncia de DNA de interesse, havendo, entdo, a necessidade da clonagem e
sequienciamento da regido (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Essa limitacdo foi
superada quando Welsh & McClelland (1990) e Williams et al. (1990)
descreveram que os produtos genémicos amplificados por primers arbitrarios
poderiam ser usados como marcadores genéticos. A técnica desenvolvida por
Williams et al. (1990) foi denominada RAPD (“Random Amplified Polymorphic
DNA”), e tornou-se, em pouco tempo, a técnica de marcadores moleculares mais
popular. Ela vem sendo utilizada em varios estudos, como na estimacdo de
variabilidade genética, identificacdo de alelos favoraveis e construcdo de mapas
genéticos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores RAPD tém contribuido substancialmente com os
programas de melhoramento, por meio da identificacdo de polimorfismos e de
alelos de resisténcia a doencas em feijoeiro (Caixeta et al., 2003; Ferreira et al.,
2000; Nietsche et al., 2000), e na viruléncia e diversidade genética em P.
griseola (Boshoff et al., 1996; Busogoro et al., 1999; Guzman et al., 1999;
Nietsche et al., 2001; Nietsche et al., 2002; Mahuku et al., 2002a; Mahuku et al.,
2002b; Stenglein & Balatti, 2006; Wagara et al., 2004b).

Metodologias variadas (isoenzimas, RFLP, RAPD e AFLP) tém sido
usadas para a deteccdo de variabilidade genética. Em geral, os resultados das
analises por isoenzimas e RFLP tém mostrado alta repetibilidade, porém, tém
revelado baixos niveis de polimorfismo. Resultados das analises de RAPD tém
revelado elevado nivel de polimorfismo e baixa repetibilidade dos resultados
(Hosokawa et al., 2000). A técnica RAPD, no entanto, apresenta uma série de
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vantagens em rela¢do aos demais métodos, que tornam o seu uso bastante viavel
e popular. Dentre essas vantagens estdo a rapidez, o baixo custo e a necessidade
de pouco material.

Historicamente, a variabilidade genética do fungo P. griseola tem sido
estudada por meio da inoculacdo em cultivares diferenciadoras. No entanto,
alguns trabalhos tém demonstrado que o conjunto de cultivares diferenciadoras
padrdo ndo € suficiente para estimar tal variabilidade (Sartorato, 2004; Sartorato
& Alzate-Marin, 2004; Stenglein et al., 2005; Stenglein & Balatti, 2006; etc.).
Tal método, leva em conta somente o carater patogenicidade, representando
apenas uma diminuta fragdo do genoma do patdgeno. Este carater pode, ainda,
sofrer forte pressdo de selecdo, devido as variacdes do hospedeiro e patdgeno,
sendo necessario o uso de outras ferramentas que possibilitem o estabelecimento

de informacg6es mais detalhadas sobre a estrutura populacional do patégeno.

2.3.2 Uso de marcadores moleculares no estudo de fitopatdgenos

A andlise da estrutura populacional de um patégeno, visando ao
estabelecimento de inferéncias evolutivas, pode ser melhor visualizada se forem
utilizados marcadores genéticos seletivamente neutros (RFLP, RAPD, AFLP e
etc.). Isso porque eles fornecem informag@es sobre todo o genoma, além de nédo
sofrerem variagGes ambientais, tornando, assim, o estudo mais conciso (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de caracterizar e
estudar o grau de divergéncia genética de patétipos de P. griseola, por meio de
marcadores moleculares (Busogoro et al., 1999; Guzman et al., 1995; Mahuku et
al., 2002a; Pator-Corrales et al., 1998; Sartorato, 2004).

Marcadores RAPD foram utilizados para caracterizar 62 isolados de P.

griseola de trés paises, Malawi, Estados Unidos e Brasil (Guzman et al., 1995).
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Onze primers geraram polimorfismo e dividiram os isolados de P. griseola em
dois grupos principais. Isolados do grupo 1 (andinos) foram geralmente
encontrados em materiais do conjunto génico andino, ao passo que os isolados
do grupo 2 (mesoamericanos) foram encontrados em materiais do pool génico
mesoamericano. Este trabalho foi o primeiro a revelar a ocorréncia da
coevolucdo patdgeno-hospedeiro. Em &reas nas quais sdo cultivados genotipos
mesoamericanos e andinos podem ser encontrados isolados hibridos
(mesoamericanos e andinos). A presenca de isolados hibridos sugere a existéncia
de um mecanismo de recombinacdo, talvez parassexualidade (Guzman et al.,
1995).

Objetivando estudar a variabilidade genética de 28 isolados de P.
griseola por meio de marcadores isoenzimaticos, Boshoff et al. (1996)
identificaram treze locos em dez sistemas enziméticos. Todos os locos foram
polimérficos, exceto para ACP (fosfatase acida), que apresentou monomorfismo.
Os autores observaram uma baixa variabilidade deste patégeno. Dada a
uniformidade dos padrdes eletroforéticos exibidos, foi descartada a utilizagdo da
analise de isoenzimas para detectar caracteristicas especificas de viruléncia. Os
autores sugerem que outras técnicas mais sensiveis devam ser usadas como
possivel meio para descrever a variacdo patogénica de populacdes do fungo P.
griseola.

Pastor-Corrales et al. (1998), com o objetivo de determinar os padrdes de
variacdo patogénica entre isolados de P. griseola, caracterizaram 433 isolados de
11 paises da América Latina e 10 da Africa, usando, além das cultivares
diferenciadoras, isoenzimas e marcadores RAPD. Os isolados foram
classificados em dois grupos, andinos e mesoamericanos, embora cada grupo
apresente diferencas para caracteristicas bioquimicas, moleculares e viruléncia.
Neste trabalho, ficou evidenciada a coevolucdo entre patdgeno e hospedeiro.

Estes resultados corroboram com os apresentados por Guzman et al. (1995).
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Busogoro et al. (1999), ao caracterizarem isolados, na Africa, de acordo
com os padrbes de patogenicidade e moleculares, mencionaram que ndo houve
correlagdo direta entre os padrdes moleculares e de viruléncia. Foram
encontrados padrGes RAPD similares entre isolados coletados de diferentes
origens geograficas, sugerindo que pode ter ocorrido migracao entre estes locais.
No entanto, 0s autores sugerem que uma maior amostragem deve ser realizada
para confirmar esta hipétese.

Ao estudar a diversidade genética de isolados de P. griseola, no estado
de Minas Gerais, por meio de marcadores RAPD, Nietsche et al. (2001)
verificaram uma baixa diversidade. Neste trabalho, verificou-se a presenca
apenas de isolados mesoamericanos. Os dados moleculares ndo permitiram
agrupar os isolados em pat6tipos ou por regido de origem. Estes resultados
devem ser observados com cautela, visto que apenas cinco primers foram
usados.

Nietsche et al. (2002) selecionaram 28 isolados de P. griseola e
construiram bulks dos patdtipos (63-23, 63-39, 63-31 e 63-55) mais freqlientes
no Brasil. A analise da variabilidade genética foi realizada por marcadores
RAPD e, para tal analise, foram utilizados apenas trés primers. Verificou-se a
impossibilidade de correlacionar a caracterizacdo de pat6tipos via marcadores
moleculares RAPD e a série diferenciadora.

A variabilidade genética de 137 isolados de P. griseola, coletados de
varios locais na América Central, Colémbia e Equador, foi estudada usando sete
primers RAPD (Mahuku et al., 2002a). Foi detectado um total de 54 fragmentos
polimérficos. Os isolados coletados em gen6tipos de origem andina (Colémbia e
Equador) foram agrupados. A maior variabilidade foi observada entre os
isolados de origem mesoamericana, comparados aos de origem andina. Os
autores verificaram que 81% dos valores de desequilibrio de ligacdo foram

significativamente diferentes de zero, levando-os a determinar que a estrutura
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genética do fungo P. griseola é compativel com a reproducdo assexual. Tais
resultados evidenciaram que a reproducdo sexual em P. griseola é ausente. Os
mesmos autores sugerem que a piramidacdo de alelos de resisténcia em
cultivares bem adaptadas constitui estratégia apropriada para o desenvolvimento
de cultivares com resisténcia duravel a mancha angular.

Até o momento sdo reconhecidos apenas dois grupos génicos, 0
mesoamericano e o andino. Na Africa, foi relatada a ocorréncia de um terceiro
grupo, afro-andino. Para comprovar a ocorréncia deste grupo, Mahuku et al.
(2002b) utilizaram marcadores RAPD e RAMS (Random Amplified
Microsatellites). A andlise da diversidade genética revelou que ndo ha
diferenciacdo (Gst = 0,004) entre isolados afro-andinos e andinos oriundos da
Africa. Estes resultados demonstram que isolados afro-andinos n&o constituem
um novo grupo de P. griseola. Entretanto, niveis significativos de diferenciacao
genética (Gst = 0,39) foram observados entre isolados afro-andinos ou andinos
oriundos da Africa e isolados andinos da América Latina, revelando significante
diferenciacdo geografica dentro de linhagens andinas.

Sartorato (2004) estudou a diversidade genética de 96 isolados de P.
griseola, obtidos em dois municipios do estado de Goias, por meio de
marcadores RAPD. Neste trabalho, apenas 14 locos polimoérficos foram usados.
O autor verificou elevada variabilidade genética entre os isolados. No entanto,
foi verificada a falta de especificidade dos isolados, de acordo com a sua origem
geogréfica. Foi sugerida, também, auséncia de correlacdo entre a analise
molecular e a analise de viruléncia. O autor sugere duas explicacdes para a falta
de associacdo: a) as cultivares diferenciadoras foram escolhidas sem considerar
0 processo de evolugdo entre patdgeno e hospedeiro, e b) o método RAPD
explora uma regido arbitraria do genoma do fungo, portanto ndo é esperada
relacdo entre a regido gendmica amplificada e o gene de viruléncia do fungo
(Sartorato, 2004).
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Wagara et al. (2004) estudaram a diversidade genética de isolados de P.
griseola no Kenya, por meio de marcadores AFLP. Os 50 isolados estudados
foram representados por 44 patétipos diferentes. A diversidade genética variou
consideravelmente entre as trés populacdes estudadas (andina, afro-andina e
mesoamericana). A populacdo mesoamericana apresentou maior porcentagem de
locos polimorficos (91,6%) e maior diversidade genética (H = 0,231) entre as
populagBes estudadas. Embora tenha sido observado um alto nivel de
variabilidade genética entre os isolados, quando eles foram agrupados em
populacdes, o nivel de diferenciacdo entre populacdes foi baixo. Foi observado,
em média, que 9,3% da variacdo genética foi devido a diferenciagdo entre as trés
populagbes quando comparada a variacdo dentro das populacdes (90,7%). Os
autores sugerem que isolados andinos e mesoamericanos infectando uma mesma
folha podem levar a ocorréncia de recombinacdo parassexual, portanto,
reduzindo a diversidade entre os grupos. Neste trabalho ndo foi observada
correlacdo entre padrdes de viruléncia e moleculares. Verificaram, ainda, que
isolados afro-andinos sdo muito similares a isolados andinos, classificando-os
apenas em isolados andinos.

Stenglein et al. (2005) e Stenglein & Balatti (2006) estudaram a
variabilidade molecular entre isolados de P. griseola, por meio de marcadores
RAPD e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e verificaram que as duas
ferramentas sdo (Gteis para avaliar a diversidade deste fungo, embora ISSR tenha
detectado maior nivel de variabilidade que RAPD. Nestes trabalhos foram
observadas correlacfes entre os padrdes moleculares e o local de origem dos
isolados, sugerindo que as areas cultivadas com feijdo na Argentina séo bastante
isoladas umas das outras e que todos estes patotipos podem ter sido introduzidos
nos campos por sementes infectadas. A andlise de variancia molecular revelou
gue a maior parte da variacdo resultou de diferencas genéticas entre grupos

mesoamericanos e andinos (79,68%, P<0,001).
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A alta variabilidade do fungo P. griseola, demonstrada tanto pelos testes
de viruléncia quanto pelos dados de marcadores moleculares, pode ser usada em
beneficio dos melhoristas no desenvolvimento de cultivares de feijdo com
resisténcia duravel (Mahuku et al., 2004). Portanto, novas fontes de resisténcia
devem ser sempre acessadas e a utilidade destes genes validadas, antes de serem
empregados. Isso pode ser feito por meio da exposi¢do de fontes de resisténcia a
variacdo patogénica existente sobre as diferentes areas de producdo (Milgroom
& Fry, 1997) ou por amostragem da diversidade que existe no patdgeno e uso de
patétipos representativos para selecionar fontes de resisténcia (Milgroom & Fry,
1997).

2.4 Estrutura genética de populacdes

Uma espécie é formada por populacGes espalhadas por sua area de
distribuicdo geografica. Os individuos de uma espécie raramente se distribuem
homogeneamente no espaco. Quase sempre formam agregados, bandos, col6nias
ou outro tipo de associacdo. A estrutura genética de populagdes refere-se a
heterogeneidade na distribuicdo dos gendtipos e do grau de endogamia dentro e
entre populagdes (Robinson, 1998).

A pedra angular da epidemiologia tem formato de triangulo — o triangulo
de doencas — composto pelos vértices: ambiente, hospedeiro e patdgeno. Neste
contexto, populagdes de plantas interagem com populagBes de patdgenos sob o
efeito do ambiente (Mizubuti, 2002). A interacdo patdgeno-hospedeiro é
dependente do genoma de cada organismo, sua interacdo mais o efeito do
ambiente. Tais interaces em niveis de planta, celular e molecular sdo de grande
interesse para o melhor entendimento do processo envolvido no
desenvolvimento da doenca. Este conhecimento eventualmente leva a um

controle mais racional e efetivo da doenca (Stenglein et al., 2003).
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Na agricultura, a natureza dindmica das relagBes hospedeiro-patégeno
tem sido demonstrada pela freqiiéncia com que os patégenos sdo capazes de se
adaptar aos alelos de resisténcia introduzidos em cultivares melhoradas. As
relacBes reciprocas que sdo parte de modelos coevolucionarios de resisténcia no
hospedeiro e de viruléncia no patégeno séo virtualmente indivisiveis. Aumentos
ou decréscimos na freqiiéncia de alelos de resisténcia no hospedeiro apenas
fazem sentido quando considerados a luz de alterages produzidas na populacdo
do patégeno. Da mesma forma, flutuagBes na estrutura genética da populacao de
um determinado patdgeno sdo interpretadas em termos de mudancas produzidas
no hospedeiro (Casela, 2002).

O conhecimento da populacdo do patégeno contribui para a maior
eficiéncia de técnicas de manejo de resisténcia, tais como o melhoramento para
resisténcia duravel, piramidacdo de genes, uso de multilinhas e uso de misturas
varietais (Mizubuti, 2002).

Para as mais diversas aplicagdes praticas, o interesse em marcadores se
concentra em quantificar a variabilidade genética, descrever como esta se
distribui entre e dentro de populagdes e como pode ser manipulada. A maneira
como os individuos pertencentes a uma espécie se distribuem no espaco fisico
depende: a) dos limites estabelecidos por varidveis ecoldgicas; b) do modo de
reproducdo e dos mecanismos de dispersdo da espécie; c¢) de eventos
estocasticos que resultam na formacao e extingdo de populaces ou em variagdes
em seu tamanho efetivo e d) de varidveis ambientais que impdem diferentes
coeficientes de selecdo a cada geno6tipo (Robinson, 1998).

Algumas técnicas multivariadas tém sido empregadas com a finalidade
de avaliar materiais genéticos. Nesse sentido, varios métodos podem ser
empregados. Um dos mais utilizados na comparacdo de genétipos sdo os
métodos aglomerativos (Cruz & Regazzi, 2001), os quais necessitam de

estimativas de similaridade ou dissimilaridade genética.
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2.5 Anélises multidimensionais

2.5.1 Medidas de similaridade ou dissimilaridade

A visualizacdo dos relacionamentos entre dois individuos é possibilitada
por varias técnicas de andlise multivariada que tém o coeficiente de
similaridade/dissimilaridade como ponto de partida (Duarte, 1998).

A similaridade ¢ uma medida estabelecida entre um genétipo i e um
genotipo j (si) e, geralmente, apresenta valores entre 0 e 1. A expectativa de um
coeficiente de similaridade é representar a regressdo linear entre dois itens
avaliados por um conjunto comum de p varidveis. Associada a ela, a
dissimilaridade, medida por dij = 1 — s;, € simétrica e ndo negativa. Segundo
Krzanowski (1988), é grande o numero de coeficientes que ja foram propostos
para estimar esta medida.

Os coeficientes de similaridade mais simples sdo aqueles relacionados a
variaveis dicotdmicas, em que cada variavel possui apenas dois valores.
Marcadores do tipo RAPD e AFLP séo binarios, estando incluidos nesta
categoria de variavel. Para estes marcadores, as quatro possiveis observacoes de
comparacdo entre dois genétipos sdo classificadas baseadas na presenca (1) ou
auséncia (0) da banda no gel de eletroforese, conforme Quadro 2.

Os diferentes coeficientes propostos combinam as quantidades a, b, ¢ e
d. Os coeficientes que ndo consideram a quantidade d sdo preferidos em estudos
com marcadores dominantes, jA& que ndo se sabe, precisamente, a natureza
molecular da auséncia da banda. Duarte et al. (1999) estudaram oito coeficientes
de similaridade, nas subseqlientes analises de agrupamento e ordenagdo de 27
cultivares de feijdo analisados por marcadores RAPD. Estes autores concluiram

que, dentre os coeficientes estudados, o de Sorensen-Dice ou Nei & Li foi o
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mais eficiente na dispersdo dos genotipos em um plano bidimensional e, por
isso, consideram-no o mais eficaz na analise de marcadores RAPD.

Com o objetivo de maximizar as medidas de similaridade dentro de
grupos e a dissimilaridade entre grupos, séo utilizadas analises de agrupamento
(Dias, 1998).

2.5.2 Andlises de agrupamento

Para se ter informac®es relativas a cada par de categorias de interesse,
considerando n individuos, sdo estimadas n(n-1)/2 medidas de
similaridade/dissimilaridade. Assim, se n é um numero elevado, a identificacédo
de grupos homogéneos pela simples observacédo da matriz de distancias tornar-
se-a, obviamente, impraticavel. Sob esta Gtica, destaca-se a importancia do
agrupamento para sumariar a informacéo contida na matriz de distancias (Dias,
1998).

QUADRO 2 Quadro de contingéncia, mostrando as quatro possiveis
combinacbes dos tipos concordancia e discordancia de
comparac@es de dois genotipos por marcadores dominantes.

Pat6tipo j - Patdtipo i 5

1 a b
11) 0,1)

0 c d
(1,0) (0,0)
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As andlises de agrupamento sdo utilizadas com a finalidade de
maximizar, por algum critério de classificacdo, a similaridade dentro de grupos e
a dissimilaridade entre grupos (Cruz & Regazzi, 2001; Dias, 1998). Duas etapas
sdo envolvidas no processo de agrupamento. De acordo com Cruz (1990), séo as
etapas de estimacdo de uma medida de dissimilaridade entre individuos a serem
agrupados, e a ado¢do de uma técnica de agrupamento visando a formagéo de
grupos.

Os métodos hierarquicos sao divididos em aglomerativos, procedentes de
uma série de sucessivas fusdes, e os divisiveis, procedentes de sucessivas
divisbes. Para o método hierarquico, a estrutura classificatéria formada €
representada por um grafico em forma de arvore, dendrograma, que simplifica
substancialmente os processos de classificacdo, comparacdo e discussdo de
agrupamentos bioldgicos (Regazzi, 1998).

As delimitagdes dos grupos podem ser definidas por meio de exame
visual do dendrograma. Estabelecendo-se cortes em certos pontos do
dendrograma, definem-se 0s grupos e seus respectivos nimeros de individuos.
Isso constitui uma das dificuldades de utilizagdo do método hierarquico, devido
a arbitrariedade na escolha destes pontos de corte. Segundo Cruz (1990), devem-
se evidenciar pontos de alta mudanca de nivel.

Em estudos de divergéncia com marcadores moleculares, um dos
métodos mais utilizados na construcéo de dendrogramas é o da média aritimética
entre pares ndo ponderados (Dias, 1998), comumente referido como UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average). Neste caso, a
distancia intergrupo é a média das distancias pareadas dos membros de dois

grupos. Algebricamente, a distancia entre os itens i e j, para i # j, é dada por:

dg = min(dij)
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a distancia de um item k em relagdo ao primeiro grupo formado por i e j, com

k #1, J, fica definida por

d(ij)k :1/2(dik +djk)

e a distancia entre dois grupos (ij ) e (kl), com i, j # k,1, é dada por

d(ij)(kl) =1/4(d, +d, +djk +dj|)

Diversos trabalhos na literatura utilizaram métodos de agrupamento com
a finalidade de estudar a divergéncia genética de fungos fitopatogénicos por
meio de marcadores moleculares. Esta metodologia foi usada por Busogoro et al.
(1999), Mahuku et al. (2002a,b), Nietsche et al. (2001, 2002), Sartorato (2004),
Stenglein & Balatti (2006), Wagara et al. (2004b).

Diante da revisdo apresentada, € evidente a necessidade do estudo dos
mecanismos que propiciam a ampliacdo da variabilidade genética. Entre os
mecanismos que tém sido estudados para algumas espécies de fungos, destaca-se
a formacdo de anastomoses entre hifas, que pode atuar como um evento inicial

para que ocorra a troca de material genético.
2.6 Anastomoses entre hifas

As hifas desempenham papel importante no ciclo de vida da maioria dos
fungos, destacando-se a funcéo de colonizagdo do substrato, absorvendo agua e
outros nutrientes. A fusdo que ocorre entre as hifas é o que se denomina de
anastomose. As “pontes” de anastomose podem ocorrer de duas formas distintas:

forma de H e adjacente. A ocorréncia de anastomose entre hifas esta diretamente
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ligada & ocorréncia do ciclo parassexual. Adicionalmente, estas sdo importantes,
também, para a comunicacdo intra-hifas e homeostase da coldnia durante o
crescimento e a reproducdo. As anastomoses sdo comuns em dois estadios de
desenvolvimento da coldnia vegetativa dos fungos filamentosos. O primeiro
ocorre no inicio do estabelecimento da colbnia entre esporos ou esporos
germinados. O segundo ocorre, subseqlientemente, entre hifas localizadas atrés
da hifa principal da zona de crescimento periférico do micélio (Glass et al.,
2004).

Saupe (2000) destacou que existem mecanismos genéticos entre
individuos geneticamente diferentes que restringem a formacéao do heterocario e,
consequentemente, dificultando a ocorréncia do ciclo parassexual (Glass et al.,
2000). O mesmo autor sugere que fungos filamentosos apresentam diferentes
formas de reconhecimento: o reconhecimento sexual, que é controlado por locos
mat (“mating types™) e o reconhecimento vegetativo, que é controlado por um
loco especifico denominado het (incompatibilidade de heterocario ou também
pode ser chamado vig, de incompatibilidade vegetativa). Quando dois individuos
se encontram, eles podem sofrer a fusdo celular ou anastomose. Se os dois
individuos apresentam o mesmo gendtipo het, ocorre a heterocariose. Se eles
diferirem geneticamente para o loco het, apesar da fusdo de hifas, as células
heterocaridticas sdo rapidamente destruidas ou tém o seu crescimento
severamente inibido.

Os fungos filamentosos apresentam um sistema de autodefesa que
promove o reconhecimento de gendtipos diferentes para prevenir a passagem de
elementos infecciosos e que recursos sejam retirados durante a reproducdo
sexual. Este mecanismo de autodefesa é representado pela ocorréncia de
incompatibilidade vegetativa. Provavelmente, o responsavel pela preservagdo da
individualidade genética sdo os locos het (Saupe, 2000).
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A reacdo de incompatibilidade do heterocario pode ocorrer em quatro
etapas diferentes (Leslie & Zeller, 1996): i) pré-fusdo, regulada por locos que
podem estar relacionados com a auto-incompatibilidade do heterocario (hsi); ii)
fusdo, controlada por genes de auto/ndo-auto-reconhecimento, como 0s genes
het e vic; iii) pds-fusdo, uma cascata de reacdes ocorre desde o ndo-auto-
reconhecimento até a morte celular, podendo ser influenciada por diversos
genes, entre eles 0s genes supressores (sup), que modificam o sinal e iv) morte
celular, provocada por genes apoptoticos.

O pré-contato pode ocorrer da seguinte forma: a ponta da hifa induz a
ramificagdo da outra hifa e estas, posteriormente, fundem-se; as pontas das hifas
crescem em direcdo umas das outras e, em seguida, ocorre a fusdo ou o pré-
contato do tipo “tip-to-side” (Glass et al., 2004). Provavelmente, o inicio do pré-
contato das pontas novas das hifas ocorre devido a uma difusdo de sinais
quimicos e o redirecionamento do crescimento da hifa (Glass et al., 2000).

A degradacdo das paredes celulares provoca o inicio do evento da fus&o.
Esta degradacgdo ocorre devido a liberacdo de enzimas hidroliticas no ponto de
contato e, entdo, é formada uma ponte de parede celular entre duas hifas
envolvidas. Os eventos pés-fusdo entre hifas envolvem a fusdo de membranas
plasméticas e a mistura de citoplasma (Glass et al., 2000).

Glass et al. (2004) descreveram os passos de pré-contato, pés-contato e
pos-fusdo: inicialmente, a ponta da hifa secreta um sinal extracelular
desconhecido e difusivel, o qual induz a formacéo do Spitzenkorper, que € uma
vesicula central que fornece componentes para a extensdo da parede celular nas
pontas da hifa (Glass et al., 2000). Em seguida, a ponta de cada hifa secreta um
sinal difusivel quimiotrdpico extracelular, que atua regulando o comportamento
do Spitzenkdrper, levando ao crescimento das pontas das hifas, uma em direcéo
a outra. Apo6s o contato fisico de suas paredes celulares, as hifas apresentam uma

parada de crescimento e 0s Spitzenkdrper persistem. Posteriormente, junto as
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pontas das hifas, ocorre a secrecdo de um material adesivo. A dissolugdo da
parede celular e do material adesivo determina 0 momento em que as
membranas plasmaticas das pontas das hifas entram em contato e, logo a seguir,
fundem-se. Neste momento, dar-se-a a formacéo de um poro e o Spitzenkdrper
permanece associado a estes, enquanto inicia 0 aumento e fluxo citoplasmatico
entre as hifas. Os poros ampliam, o Spitzenkdrper desaparece. Devido a
diferencas na pressdo de turgor, pode haver fluxo de organelas entre as hifas em
anastomose.

Estudos a respeito do controle genético da anastomose de hifas sdo
escassos. O conhecimento da genética dos sistemas de incompatibilidade
vegetativa em fungos tem se limitado a um ndmero pequeno de espécies como
Neurospora crassa, Podospora anserina, Aspergillus nidulans e Cryphonectria
parasitica. O nimero de locos het varia de espécie para espécie (Saupe, 2000).
Pelo menos onze locos het foram identificados em N. crassa, nove em P.
anserina, oito em Aspergillus nidulans e sete em C. parasitica (Glass et al.,
2000). As similaridades dos fendtipos de incompatibilidade vegetativa entre
diferentes interacBes het e entre diferentes espécies de fungos sugerem que os
passos que mediam as manifestagbes morfoldgicas de incompatibilidade
vegetativa possuam caracteristicas genéticas e bioquimicas comuns (Glass et al.,
2000).

A classificacdo de isolados em VCGs pode ser uma importante
ferramenta para a analise de populagdes em fungos. Na prética, o confronto entre
isolados selvagens de uma mesma populacdo ou de populacgdes diferentes resulta
freqlientemente em interacOes de incompatibilidade (Saupe, 2000).

Ainda ndo existem relatos a respeito de grupos de anastomoses em P.
griseola. Porém, alguns trabalhos ja foram realizados, considerando o
patossistema Phaseolus vulgaris-Colletotrichum lindemuthianum. Rodriguez-

Guerra et al. (2003) observaram que, em populagBes naturais, varios grupos de
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anastomoses podem ser identificados. Estes autores propuseram que este
mecanismo pode levar a formacdo de diferentes linhagens clonais de C.
lindemuthianum. No entanto, um isolado que é capaz de formar anastomoses
com isolados de diferentes grupos de anastomoses pode servir como uma ponte,
permitindo a troca de informagdes genéticas entre dois grupos. Neste trabalho,
ndo foi observada relacdo entre genotipo, patétipo e grupos de anastomoses.
Provavelmente, a variacdo existente na populacdo estudada deve-se a mutacdo e
ou a reproducdo parassexual entre isolados pertencentes a um mesmo grupo de
anastomose.

No Brasil, a ocorréncia de anastomoses foi estudada por Freire et al.
(2005), que verificaram a presenca de anastomoses entre hifas de patétipos
diferentes do fungo C. lindemuthianum. A andlise de agrupamento proporcionou
a formacdo de trés grupos de compatibilidade. A fusdo de hifas pode levar a
formacdo de grupos de compatibilidade e do heterocério, sendo, portanto, um
importante mecanismo para gerar variabilidade em fungos de reproducédo
assexuada.

Ishikawa (2006) verificou a ocorréncia de anastomose entre hifas dentro
de isolados do patétipo 65 do fungo C. lindemuthianum. A autora observou uma
ampla variabilidade para este carater e mostrou que alguns isolados podem
proporcionar a formacdo de anastomose com todos os outros isolados.
Agrupamentos diferentes foram obtidos quando considerados os marcadores
RAPD e a anastomose entre hifas. Portanto, isolados geneticamente diferentes,
ocorrendo dentro de um mesmo grupo de compatibilidade, podem proporcionar
um incremento na variabilidade, caso ocorra a recombinacdo parassexual. Foi
relatada, também, a ndo ocorréncia de associacdo entre o agrupamento baseado

na formacao de anastomose e nos marcadores RAPD.
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CAPITULO 2

VARIABILIDADE PATOGENICA ENTRE ISOLADOS
DE Phaeoisariopsis griseola

o1



RESUMO

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Variabilidade patogénica entre
isolados de Phaeoisariopsis griseola. 2007. p. 51-76. Tese (Doutorado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

A mancha-angular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), causada pelo fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, € responsavel por perdas expressivas
na produtividade do feijoeiro no Brasil. As perdas podem atingir 80% da
producdo sob condi¢cdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento da doenca.
Devido a sua importancia no estado de Minas Gerais e a elevada capacidade de
variacdo patogénica deste fungo, 0 monitoramento constante desta variabilidade
é de grande importancia para o desenvolvimento de estratégias apropriadas para
a obtencdo de cultivares resistentes ao patdgeno. A variabilidade patogénica de
48 isolados de P. griseola, coletados no estado de Minas Gerais, foi testada
sobre o conjunto de doze cultivares diferenciadoras em casa de vegetacao.
Foram identificados 10 patdtipos diferentes, evidenciando a elevada capacidade
de variacdo patogénica deste fungo em Minas Gerais. Os pat6tipos 55-15, 63-15,
63-25 e 63-27 ndo haviam sido detectados no estado. Todos os patétipos (63-7,
63-15, 63-23, 63-25, 63-27, 63-31, 63-47, 63-55 e 63-63) identificados neste
estudo, exceto o patétipo 55-15, induziram reacdes compativeis com todas as
cultivares andinas. Os isolados estudados foram altamente patogénicos, em
ambos 0s conjuntos génicos de cultivares diferenciadoras. Todos os patdtipos
foram classificados como pertencentes ao conjunto génico mesoamericano. Os
patétipos 63-31 (25%) e 63-63 (47,92%) foram identificados em maior
freqliéncia, sendo o pat6tipo 63-63 amplamente distribuido entre os locais
estudados. O pat6tipo 63-63 quebrou a resisténcia de todos 0s genes presentes
em todas as cultivares diferenciadoras. O amplo espectro de patogenicidade
deste patdtipo indica a necessidade de uma busca continua por novas fontes de
resisténcia, para serem inseridas nos programas de melhoramento visando
resisténcia a mancha-angular.

*Qrientadora: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI
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ABSTRACT

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Pathogenic variability among
Phaeoisariopsis griseola isolates. 2007. p. 51-76. Thesis (Plant Genetics and
Breeding Program) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.*

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) angular leaf spot, caused by the fungus
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, is responsible for extensive yield
losses of common bean in Brazil. Yield loss can reach up to 80% under disease
favorable environmental conditions. Due to the importance of common bean
angular leaf spot in Minas Gerais State and to the high magnitude of pathogenic
variability of this fungus, monitoring the pathogenic variability of its causal
agent becomes an important tool for the development or adequate adjusted
strategies for a breeding program aimed at developing resistant cultivars. The
pathogenic variability of 48 isolates of the P. griseola, collected in Minas Gerais
State, was tested on a set of 12 differential cultivars in the greenhouse. Ten
pathotypes were identified indicating a wide pathogenic variability of this
fungus in Minas Gerais State. Pathotypes 55-15, 63-15, 63-25 e 63-27 had not
been reported in Minas Gerais State. Pathotypes (63-7, 63-15, 63-23, 63-25, 63-
27, 63-31, 63-47, 63-55 e 63-63) identified in this study, except the pathotype
55-15, induced compatible reactions with all andean cultivars. Isolates highly
pathogenic in both differential cultivars gene pools, were observed. All isolates
were classified as belonging to the mesoamerican gene pool. Pathotypes 63-31
and 63-63 were the most frequent, whereas pathotype 63-63 was the most
widespread among the studied places. Patothype 63-63 overcame resistance
genes present in all differential cultivars. Its wide spectrum of pathogenicity
reinforces that a continuous search for new resistance gene sources of angular
leaf spot must be pursued for including in genetic breeding programs aiming
angular leaf spot resistance.

*Advisor: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € hospedeiro de vérios
patégenos. Entre os patdgenos que afetam esta cultura, destaca-se o fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, agente causal da mancha-angular. Esta
doenga é de ampla distribuicdo geogréafica, ocupando zonas tropicais e
subtropicais do mundo (Liebenberg & Pretorius, 1997). Nos Gltimos anos, ela
doenca tem se tornado uma das mais importantes no Brasil, podendo
proporcionar perdas de até 80% na producado, dependendo da suscetibilidade das
cultivares, das condi¢cdes ambientais e do estadio de desenvolvimento da cultura
(Cardona-Alvarez & Walker, 1956; Correa-Victoria et al., 1989 e Mahuku et al.,
2002a; Schwartz et al., 1981).

O controle da mancha-angular pode ser realizado quimicamente, por
meio de fungicidas, resultando na reducdo da rentabilidade e em danos
ambientais (Miklas et al., 2006). Em virtude deste fato, a utilizacdo de cultivares
resistentes ao patdgeno, associada a boas praticas culturais, constitui a melhor
estratégia para o controle da mancha-angular devido a praticidade e economia.
Porém, o manejo adequado de doencas requer ndo apenas o desenvolvimento de
cultivares mais resistentes, mas também que se encontrem formas de aumentar a
durabilidade e a estabilidade desta resisténcia (Casela, 2002).

Na agricultura, a natureza dinamica das relagGes hospedeiros-patdgenos
tem sido demonstrada pela freqliéncia com que os patdgenos sdo capazes de se
adaptar aos alelos de resisténcia introduzidos em cultivares melhoradas (Casela,
2002). Estudos de diversidade genética com o fungo P. griseola realizados, por
Guzman et al. (1995) e Pastor-Corrales & Jara (1995), foram os pioneiros a
revelar o processo de coevolugdo entre o patébgeno e o conjunto génico

hospedeiro de acordo com o centro de origem, ou seja, isolados de origem
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andina infectam cultivares do conjunto génico andino e, contrariamente, isolados
de origem mesoamericana atacam cultivares do conjunto génico mesoamericano,
mas possuem capacidade de infectar, também, cultivares de origem andina.

O processo de coevolugdo entre patdgeno e hospedeiro incide
diretamente sobre as estratégias de melhoramento a serem usadas para a
obtengdo de cultivares resistentes geneticamente ao patégeno. Os alelos de
resisténcia de cultivares do conjunto génico mesoamericano séo efetivos quando
transferidos para cultivares andinas em regiGes em que prevalecem isolados de
origem andina. Por conseguinte, uma boa estratégia para a obtencdo de
cultivares melhoradas é o desenvolvimento de cultivares com genes de
resisténcia de ambos os conjuntos génicos (Miklas et al., 2006).

Dados da literatura indicam que a resisténcia genética ao fungo P.
griseola pode ser monogénica e ou oligogénica (Mahuku et al., 2004). Devido a
elevada capacidade de variacdo patogénica, ou seja, a ocorréncia de muitos
patétipos (Busogoro et al., 1999; Mahuku et al., 2002a; Pastor-Corrales et al.,
1998), combinacBes de diversas fontes de resisténcia sdo necessarias para
fornecer resisténcia ampla ao conjunto de patétipos prevalecentes em uma dada
regido (Miklas et al., 2006). Além disso, Mahuku et al. (2004) apontam o uso da
diversidade de genes de resisténcia no hospedeiro e o conhecimento da
diversidade genética do patdgeno para viruléncia e outros marcadores como
ferramentas Uteis no desenvolvimento de cultivares de feijdo com resisténcia
duravel.

Amaro et al. (2007) sugerem que, certamente, varios genes estdo
envolvidos no controle da resisténcia & mancha-angular. Ao avaliarem a
variabilidade entre linhagens de feijdo para resisténcia a mancha-angular,
observaram graduacdo nos sintomas observados entre as linhagens consideradas
resistentes e atribuiram essa graduacdo ao efeito ambiental, enfatizando a

possivel existéncia de controle poligénico deste carater. Estes autores
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verificaram, também, a eficiéncia do emprego da selecdo recorrente no
melhoramento visando resisténcia a mancha angular.

O monitoramento constante da variabilidade patogénica e a identificacdo
de novos alelos de resisténcia sdo de grande importancia para o desenvolvimento
de estratégias apropriadas para a obtencao de cultivares resistentes ao patdgeno.
Esta variabilidade tem sido estudada por meio de um conjunto de doze cultivares
diferenciadoras, proposto pelo CIAT, no ano de 1995 (Pastor-Corrales & Jara,
1995).

A diversidade genética de P. griseola foi determinada no estado de
Minas Gerais por Nietsche et al. (2001). Neste trabalho foram identificados 13
patétipos diferentes entre os 30 isolados estudados, tendo os patdtipos que
ocorreram em maior frequéncia sido: 31-21, 31-23, 63-39, 63-55 e 63-23.
Sartorato (2002) estudou 51 isolados de P. griseola obtidos de cinco estados do
Brasil e observou a ocorréncia de sete patétipos diferentes (31-23, 55-31, 63-15,
63-23, 63-31, 63-39 e 63-63). Elevada variabilidade também foi detectada em
estudo realizados no Brasil, por Nietsche et al. (2002), totalizando 26 patdtipos
diferentes entre os 73 isolados estudados. O mesmo nivel de variabilidade é
detectado quando se coletam isolados de diversas partes do mundo, como
observado nos trabalhos realizados por Mahuku et al. (2002a,b), Orozco &
Araya (2005), Pastor-Corrales et al. (2004), Stenglein et al. (2005), Stenglein &
Balatti (2006), Wagara et al. (2004a). Adicionalmente, resultados de pesquisa
tem demonstrado a ocorréncia do patdtipo 63-63, que apresenta reacdo
compativel com todas as cultivares da série diferenciadora, o que sinaliza para
uma busca constante de novas fontes de resisténcia.

Este trabalho teve por objetivo verificar a diversidade patogénica de
isolados de P. griseola coletados no estado de Minas Gerais, para orientar 0s
programas de melhoramento genético que visam ao desenvolvimento de

cultivares resistentes a mancha-angular.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacdo de patotipos de P. griseola

2.1.1 Isolados do fungo

Isolados de P. griseola obtidos de cultivares de feijao naturalmente
infectadas no campo foram usados neste estudo. Dos 48 isolados do fungo
coletados, 46 foram provenientes de ljaci e Lavras, e dois, Pg-38 e Pg-42,
coletados no municipio de Alterosa, Minas Gerais, Brasil. A maioria dos
isolados foi coletada em campos experimentais, no qual sdo empregados
programas de melhoramento do feijoeiro.

Os isolados foram coletados de amostras de folhas ou vagens com
sintomas de mancha-angular. O isolamento monosporico foi realizado da
seguinte forma: i) inicialmente, a folha infectada foi visualizada sob lupa para a
observacdo da presenca de corémios esporulados; ii) foi realizada a raspagem
destes corémios com uma ponta de vidro fina; iii) o material coletado foi
colocado em um disco (5 mm) de meio BDA (batata-dextrose-agar) sobre uma
lamina e, iv) posteriormente, com o auxilio de microscépio e agulha de vidro
adaptada ao microscépio, foi realizada a coleta do esporo e inoculado sobre
outro pedaco de BDA; v) o pedaco de meio com o esporo foi colocado no
interior de uma placa de Petri estéril, com meio BDA, para a obtencdo da
coldnia monosporica e armazenada a temperatura média de 24+2°C e auséncia
de luz, em cdmara B.O.D.

Aproximadamente, 15 dias apds a inoculacdo do esporo, as coldnias

monosporicas que cresceram foram repicadas para outra placa de Petri contendo
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meio BDA. Os isolados foram repicados para tubos Eppendorff que continham

agua destilada estéril e armazenados a -10°C.

2.1.2 Identificacdo de patotipos

O conjunto de doze cultivares diferenciadoras (Pastor-Corrales & Jara,
1995), mais as cultivares Rosinha G-2 (suscetivel) e AND 277 (resistente), foi
inoculado com cada isolado de P. griseola (Tabela 1). As sementes das
cultivares diferenciadoras foram semeadas em vasos contendo 2,0 kg de solo e
cinco sementes por vaso.

Para obter altos niveis de esporulacdo, o fungo foi cultivado em meio
folha de feijdo-dextrose-agar (Silveira, 1967) e incubado a 24+2°C, por 14 dias,
no escuro. Posteriormente, o inéculo foi preparado pela adicdo de 5-10 ml de
agua destilada estéril a cada placa e raspagem da superficie da cultura. A
suspensdo de conidios foi obtida pela filtragem, através de duas camadas de
gase, para a remogdo dos fragmentos miceliais. A concentragdo final de esporos
foi ajustada para 2 x 10* conidios.ml™. As plantas foram inoculadas no estagio
V3 (CIAT, 1987). As plantas inoculadas foram incubadas em uma cadmara mida
(acima de 96% UR), durante 48 horas e 16 horas de fotoperiodo.

Posteriormente, as plantas foram transferidas para casa de vegetacéo.
Entre 14 e 18 dias apds a inoculacao, as plantas foram avaliadas de acordo com a
escala descritiva de 1 a 9, desenvolvida pelo CIAT (1987). Nesta escala,
consideram-se como resistentes (reacdo incompativel) as plantas com notas
variando de 1 a 3 e suscetiveis (reacdo compativel) as plantas que receberam
nota igual ou superior a 4. Os pat6tipos foram designados de acordo com o
sistema binario de nomenclatura sugerido por Habgood (1970). As cultivares
diferenciadoras foram divididas em dois conjuntos (andinas e mesoamericanas)

de seis cultivares cada, de acordo com sua origem. Cada conjunto foi arranjado
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em uma ordem fixa e pré-estabelecida, em que cada cultivar recebe um valor
fixo. Este valor foi definido pela seguinte equacdo: 2", em que 2 reflete o
nimero de reacBes (resistente e suscetivel) levadas em consideracdo e n é o
ntmero de ordem de cada cultivar.

A reacdo incompativel tem o valor zero e, quando multiplicada pelo
valor da cultivar, anula o valor desta. A reacdo compativel recebe o valor 1 e,
guando multiplicada pelo valor da cultivar, recebe 0 mesmo valor desta. Assim,
a soma total dos valores das reagdes compativeis proporcionara a designagao do
patétipo (Sartorato & Thung, 2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo de patotipos de P. griseola

Com base na reacdo do grupo de doze cultivares diferenciadoras de P.
griseola foi observada a existéncia de diferentes padrGes de viruléncia. Ao
examinar a variabilidade de viruléncia entre os 48 isolados estudados, verificou-
se a existéncia de dez pat6tipos diferentes (Tabelas 1 e 2). O resultado indica
que a cada cinco isolados estudados, um patdtipo deste patdégeno foi
identificado. Este fato evidencia a elevada variabilidade patogénica deste fungo
e confirma os dados existentes na literatura (Mahuku et al., 2002a; Nietsche et
al., 2002; Orozco & Araya, 2005 Sartorato, 2002; Sartorato, 2004).

Nietsche et al. (2002) e Orozco & Araya (2005) observaram elevada
patogenicidade entre os isolados de P. griseola e verificaram que, a cada trés
isolados estudados, um patétipo foi identificado. Resultado similar foi observado
por Mahuku et al. (2002a), os quais observaram, em média, a ocorréncia de um
patétipo a cada dois isolados. Ja Sartorato (2002 e 2004) identificou um patétipo
a cada sete isolados estudados. E possivel verificar que, nos trabalhos realizados
por Mahuku et al. (2002a) e Orozco & Araya (2005), a variabilidade
apresentada pelo fungo foi maior que nos trabalhos realizados por Sartorato
(2002 e 2004). Esse fato, provavelmente, deve-se & maior diversidade de locais
amostrados e aos hospedeiros que, nestes estudos, pertenciam a ambos 0s
conjuntos génicos, mesoamericano e andino.

Isolados coletados em um mesmo local exibiram diferentes padrdes de
viruléncia. No municipio de Lavras, MG, por exemplo, ocorreram seis patdtipos
diferentes (Tabela 2). Estes resultados corroboram com o0s de Nietsche et al.
(2002), Sartorato (2002) e Sartorato (2004).

60



TABELA 1 Isolado, cultivar e municipio de origem dos isolados de P. griseola.

Isolado Cultivar Municipio — Estado Patotipo
Pg-01 Cv-13 ljaci, MG 63-47
Pg-02 CvVv-78 ljaci, MG 63-15
Pg-03 ESAL 507 ljaci, MG 63-47
Pg-04 Z-22 ljaci, MG 63-63
Pg-05 CVv-78 ljaci, MG 63-31
Pg-06 MALI - 8-13 ljaci, MG 63-31
Pg-07 LH-10 ljaci, MG 63-55
Pg-08 Cl - 257 ljaci, MG 63-15
Pg-09 ERIPARSA ljaci, MG 63-31
Pg-10 ERIPARSA ljaci, MG 63-63
Pg-11 ERIPARSA ljaci, MG 63-63
Pg-12 RC-I-3 ljaci, MG 63-23
Pg-13 MAI-6-10 ljaci, MG 63-55
Pg-14 ANLAV-51 ljaci, MG 63-7
Pg-15 ESAL 502 ljaci, MG 63-31
Pg-16 - ljaci, MG 63-31
Pg-17 - ljaci, MG 63-31
Pg-18 - ljaci, MG 63-63
Pg-19 - Lavras, MG 63-47
Pg-20 - Lavras, MG 63-63
Pg-21 - Lavras, MG 63-63
Pg-22 - Lavras, MG 63-31
Pg-23 Batatinha Lavras, MG 63-63
Pg-24 RCY Lavras, MG 63-63
Pg-25 RC Lavras, MG 63-63
Pg-26 Batatinha Lavras, MG 63-31
Pg-27 RC x Talisma Lavras, MG 63-31
Pg-28 Jalo Lavras, MG 63-63
Pg-29 Jalo Lavras, MG 63-31
Pg-30 Jalo Lavras, MG 63-63
Pg-31 Jalo Lavras, MG 63-63
Pg-32 Jalo Lavras, MG 63-31
Pg-33 F1 (PA3) Lavras, MG 63-63
Pg-34 RC Lavras, MG 63-63
Pg-35 RC Lavras, MG 63-63
Pg-36 RC Lavras, MG 63-63
Pg-37 RC Lavras, MG 63-63
Pg-38 Carioca Alterosa, MG 63-27
“...continua...”
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“TABELA1, Cont.”

Pg-39 Jalo Lavras, MG 63-15
Pg-40 Small White Lavras, MG 55-15
Pg-41  Mulatinho Vagem Roxa Lavras, MG 63-31
Pg-42 CllI-R-3-19 Alterosa, MG 63-63
Pg-43 Talismd Lavras, MG 63-63
Pg-44 Talismd Lavras, MG 63-25
Pg-45 Talisma Lavras, MG 63-63
Pg-46 Talisma Lavras, MG 63-63
Pg-47 Talisma Lavras, MG 63-63
Pg-48 Talismd ljaci, MG 63-63

Y'RC: Progénies oriundas do programa de selecdo recorrente para resisténcia a

mancha-angular.

Nietsche et al. (2002) verificaram a ocorréncia de diferentes patdtipos
em um mesmo municipio. Sartorato (2002), ao estudar a variabilidade de
isolados de P. Griseola em cinco estados do Brasil, verificou a existéncia de
diferentes pat6tipos ocorrendo em um mesmo estado e inclusive, diferentes
padrdes de viruléncia no mesmo municipio. No trabalho os trés isolados
coletados em Lavras, MG, foram classificados em trés pat6tipos diferentes (31-
23, 63-31 e 63-39). Estudos conduzidos por Sartorato (2004), reafirmaram a
elevada variacdo patogénica em dois municipios de Goias com a identificacdo de
dez patdtipos diferentes para Damolandia e Inhumas.

Entre os pat6tipos identificados, o que apresentou maior dispersao foi o
patétipo 63-63, sendo identificado nos trés municipios onde foram realizadas
coletas de isolados. A ampla distribuigdo dos patdtipos foi confirmada em alguns
trabalhos realizados no Brasil e no mundo. Jara et al. (2001) verificaram a
ocorréncia de 120 patétipos diferentes em 22 paises do mundo e, entre os
pat6tipos identificados, 71 deles ocorreram especificamente em um pais.
Trabalhos realizados no Brasil por Nietsche et al. (2002) e Sartorato (2002)

também evidenciaram a ampla distribuicdo deste patdgeno.
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TABELA 2 Identificagdo de patotipos baseada na reacdo das 12 cultivares
diferenciadoras inoculadas com 48 isolados de P. griseola

coletados nos municipios de Alterosa, ljaci, Lavras, Minas Gerais.

Cultivares diferenciadoras

- — . 5 n° de
Patotipos Andinas Mesoamericanas .
20 2t 22 28 20 2 22t 22 2 2 soledos

Lavras 27
55-15 + + + 9+ 4+ + o+ o+ o+ - - 1
63-15 + + + + o+ o+ + + + o+ - - 1
63-25 + + + + + o+ + - -+ o+ - 1
63-31 + + + + + 4+ + + + + o+ - 6
63-47 + + + + o+ o+ + 4+ + + -+ 1
63-63 + + + + + + + + + + + + 17
ljaci 19
63-07 + + + + + 4+ + + 0+ - 1
63-15 + + + o+ o+ 0+ + + + o+ - - 2
63-23 + + + + + 4+ + + + -+ 1
63-31 + + + o+ o+ 0+ + + + o+ o+ - 6
63-47 + + + + + 4+ + + + + - + 2
63-55 + + + o+ o+ 0+ + + + -+ o+ 2
63-63 + + + + + 4+ + + + + + + 5
Alterosa 2
63-27 + + + + o+ o+ + + -+ + - 1
63-63 + + + + + o+ + + + + + o+ 1

Total 48 48 48 47 48 48 48 47 46 44 40 28 48

2 2% - Don Timoéteo; 2' — G11796; 2° — Bolon Bayo; 2° — Montcalm; 2* —
Amendoin; 2° — G5686.

b 29— Pan 72; 2* - G2858; 2° — Flor de Mayo; 2° — Mexico 54; 2* - BAT 332; 2°
— Cornell 49-242.

¢ Reacdo compativel (+).

¢ Reacdo incompativel (-).
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Os patétipos 63-15, 63-31, 63-47 e 63-63 foram observados nos
municipios de Lavras, MG e ljaci, MG. No entanto, os patétipos 55-15 e 63-25
ocorreram somente no municipio de Lavras, enquanto os patotipos 63-07, 63-23
e 63-55 foram identificados, apenas no municipio de ljaci. Entre os dois isolados
estudados de Alterosa, foram obtidos dois pat6tipos, o 63-63 e 0 63-27, sendo 0
segundo encontrado apenas neste municipio. Os patétipos 63-7, 63-23, 63-31,
63-47, 63-55 e 63-63 ja4 haviam sido identificados, em Minas Gerais, por
Nietsche et al. (2002). Até o momento ainda ndo havia sido relatado na literatura
a presenca dos patotipos 55-15, 63-15, 63-25 e 63-27 no estado de Minas Gerais.
Quanto aos patdtipos 55-15, 63-25 e 63-27, foi o primeiro relato da ocorréncia
dos patétipos no Brasil.

Todos os patétipos (63-7, 63-15, 63-23, 63-25, 63-27, 63-31, 63-47, 63-
55 e 63-63) identificados neste estudo, exceto o patétipo 55-15, causam doenca
em todas as cultivares andinas (Tabela 2). Este trabalho revelou a existéncia de
isolados altamente patogénicos em ambos 0s conjuntos de cultivares
diferenciadoras (andinas e mesoamericanas), e, como a quase totalidade dos
isolados foram coletados em cultivares de feijdo que apresentavam sementes
pequenas ou médias, pode-se se considerar que todos os isolados estudados
pertencem ao conjunto génico mesoamericano. Estes resultados reafirmam os
trabalhos de Pastor-Corrales (1995) sobre a co-evolugdo patdgeno-hospedeiro, e
neste caso, especificamente dos isolados provenientes de Alterosa, jaci e Lavras
com feijGes do grupo mesoamericano. No estado de Minas Gerais, a maioria dos
produtores cultiva gréos tipo Carioca, favorecendo a selecdo de patétipos de
origem mesoamericana, devido a pressdo de selecdo do hospedeiro sobre o
patégeno. Pesquisas realizadas com isolados coletados no Brasil (Nietsche et al.,
2001; Nietsche et al., 2002; Sartorato, 2002; Sartorato, 2004; Vital, 2006)

evidenciaram a ocorréncia de reacbes compativeis entre os isolados e as
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cultivares andinas e mesoamericanas, classificando-os como isolados de origem
mesoamericana.

A ocorréncia de co-evolucdo entre patdgeno e hospedeiro reflete
diretamente nas estratégias a serem propostas em um programa de
melhoramento que vise a obtencdo de cultivares resistentes a mancha-angular
(Miklas et al., 2006), visto que somente a incorporacao de fontes de resisténcia
de cultivares andinas ou mesoamericanas pode ndo ser eficiente para controlar a
mancha-angular, como proposto por Miklas et al. (2006).

O sucesso de cultivares resistentes a doenca depende, em grande parte,
do seu uso estratégico, isto é, do manejo da resisténcia. Processos dinamicos que
afetam a populacdo de fitopatdgenos podem reduzir a efetividade de alelos de
resisténcia, por permitirem a alteracdo de suas propor¢fes numa populacdo; a
introducdo de genes ndo presentes numa populacdo por fluxo génico de uma
para outra; a alteracdo ao acaso na frequéncia de alelos de uma populacéo pela
deriva genética e a predominancia de determinados gendtipos, advinda da
selecéo de individuos mais adaptados (Mizubuti, 2002).

Considerando que a resisténcia genética a mancha-angular seja
monogénica, a piramidacdo de alelos de resisténcia de ambos os conjuntos
génicos, como proposta por alguns pesquisadores (Mahuku et al., 2002a;
Sartorato, 2004; Miklas et al., 2006), pode ser uma estratégia de controle
eficiente.

Além da piramidacdo, o emprego de multilinhas, embora o principio seja
semelhante ao da piramidacdo, pode ser utilizado como estratégia eficiente de
controle, pois atua reduzindo a quantidade inicial de inéculo, a taxa de
progressdo do aumento do indéculo e atua como barreira fisica. Adicionalmente,
permite um controle mais eficiente do aparecimento de pat6tipos com amplo

espectro de viruléncia, os superpatétipos (Casela, 2002).
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Considerando que exista também resisténcia quantitativa, estratégias
diferentes as que vém sendo aplicadas devem ser priorizadas. Surge, entdo,
como uma boa alternativa, a selecdo recorrente, que proporciona o acimulo de
alelos favoraveis para resisténcia em uma mesma linhagem (Ramalho et al.,
2001). Amaro et al. (2007) avaliaram a eficiéncia da selecdo recorrente
fenotipica na obtencéo de linhagens resistentes a mancha-angular e observaram,
ao final de cinco ciclos de selecdo, ganhos em torno de 6,4% por ciclo seletivo.
Estes ganhos sdo expressivos e reforcam a possibilidade de um controle mais
complexo para esse carater. Os autores enfatizam a ocorréncia de variabilidade
para selecdo apos o quinto ciclo de selegdo recorrente, realgando a importancia e
eficiéncia desse método. Essa variabilidade pode ser mantida a longo prazo,
visto que se pode introduzir novas fontes de resisténcia para serem
recombinadas, juntamente com as progénies selecionadas a cada fase de
recombinacdo (Amaro et al., 2007).

Os isolados Pg-24, Pg-25, Pg-27, Pg-34, Pg-35, Pg-36 e Pg-37, foram
coletados nos experimentos de Amaro et al. (2007), na safra da seca, sob
condigdes naturais de campo. Verificou-se que, exceto o isolado Pg-27 (patdtipo
63-31), todos os outros foram classificados como patdtipo 63-63, indicando o
amplo espectro de viruléncia destes isolados, que pode ter sido resultado da alta
pressdo de selecdo do hospedeiro sobre o patdgeno, visto que foram utilizados
17 gendtipos para se obter os hibridos biparentais e, entre estes, dez sdo,
reconhecidamente, fontes de resisténcia.

Vale ressaltar que, entre os gendtipos utilizados no programa de selecéo
recorrente visando resisténcia @ mancha-angular, havia germoplasma de origem
andina e mesoamericana. E necessario salientar que 0s gen6tipos sobre os quais
foram coletados estes isolados ja haviam passado por selecdo em etapas
anteriores. Portanto, sugere-se 0 uso de inoculagdo artificial para auxiliar no

processo de sele¢do dos genotipos a serem recombinados a cada ciclo de selecdo
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recorrente, bem como a incorporacdo de novas fontes de resisténcia aos
patétipos predominantes no estado de Minas Gerais. Uma das vantagens da
selecdo recorrente é permitir que novas fontes de resisténcia possam ser
adicionadas ao longo dos ciclos seletivos, permitindo uma flexibilizacdo ao
programa de melhoramento (Amaro et al., 2007).

Pastor-Corrales et al. (1998) ao realizarem a avaliacdo de 22.832 acessos
do CIAT, em experimentos de campo e casa de vegetacdo, verificaram que
apenas 59 foram classificados como intermediarios (notas de 4 a 6) e 64 foram
considerados resistentes (notas de 2 a 3), e que, entre estes 123 acessos que
foram classificados como intermedidrios ou resistentes em campo, somente 19
apresentaram reacGes similares, quando testados em casa de vegetacdo, 0s quais
se constituem em valiosas fontes de germoplasma para serem utilizados em
trabalhos futuros. Além disso, alguns desses acessos foram considerados imunes
sob casa de vegetacdo. De acordo com 0s autores isto pode ter sido em funcgéo
das plantas terem sido avaliadas com trés semanas apds a inoculacdo ndo
atingindo a fase de maturacdo. Os autores enfatizam que os dois tipos de ensaios
realizados simultaneamente fortalecem as conclusbes sobre a resisténcia dos
acessos.

A reacdo as ragas 31-17, 63-19, 63-23 e 63-55 de P. griseola, foi testada
sobre 58 cultivares de feijoeiro (Oliveira et al., 2004). Foi verificado que as
cultivares Antioquia 8, CAL 143, Ecuador 299 e México 235 foram resistentes
as quatro ragas testadas. Os autores sugeriram que estas cultivares poderdo ser
Uteis em programas de melhoramento que visem a incorporacdo de alelos de
resisténcia de origem andina ou mesoamericana.

Os patotipos identificados em maior freqliéncia foram os patétipos 63-31
e 63-63 (Figura 1), os quais correspondem a 25% e 47,92%, respectivamente, do

total dos isolados estudados. Individualizando o levantamento realizado em cada
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FIGURA 1 Pato6tipos identificados e suas respectivas frequiéncias.

municipio, percebe-se que, em Lavras, 0 pat6tipo 63-63 foi o mais freqliente,
enquanto que em ljaci foi o patotipo 63-31.

Como ja evidenciado na literatura (Nietsche et al., 2002; Sartorato, 2002;
Sartorato, 2004; Sartorato & Alzate-Marin, 2004), verifica-se que os patétipos
63-31 e 63-63 tém se destacado entre os mais freqlientes no Brasil. Isso
demonstra a ampla adaptacdo desses patotipos as diferentes regifes, facilitada
pelo livre intercdmbio de gréos utilizados como sementes entre os estados. Além
disso, a reutilizacdo de grdos como sementes potencializa as chances de
contaminacdo dos campos de producao.

A maior freqliéncia do patétipo 63-63, detectada neste trabalho, é
preocupante, do ponto de vista de melhoramento genético. O amplo espectro de

patogenicidade deste pat6tipo sugere a necessidade de uma busca continua por
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novas fontes de resisténcia a mancha-angular (Nietsche et al., 2001; Sartorato,
2004).

Estudos realizados por Nietsche et al. (2002), indicam que dentre o0s
patétipos obtidos o 63-39 apresentou a maior frequéncia, no municipio de
Lavras, MG. No presente levantamento, ndo foi observada a presenca deste
patétipo, demonstrando a necessidade da realizacdo de monitoramento nos
campos de producdo, em fungdo das caracteristicas de manejo, cultivares e
condigdes ambientais especificas. Em contrapartida, Nietsche et al. (2002)
verificaram a ocorréncia dos patotipos 63-31 (dois isolados) e 63-63 (um
isolado) em baixa freqtiéncia. Confrontando-se os resultados de Nietsche et al.
(2002) com os deste estudo verifica-se, portanto, que, provavelmente, houve
uma evolucéo do patdgeno, pois, neste trabalho, os patdtipos 63-31 e 63-63 sdo
os mais freqlientes.

O numero de patétipos diferentes (10) reafirma a variabilidade
patogénica existente. No entanto, objetivando conhecer melhor a evolucdo do
patégeno, o nuimero e a frequéncia de isolados infectando cada cultivar
diferenciadora foram determinados (Tabela 2 e Figura 2). A Figura 2 representa
uma comparagdo entre o padrdo de infeccdo dos isolados sobre as cultivares
diferenciadoras neste trabalho e de estudos realizados nos ultimos anos, no
estado de Minas Gerais (Nietsche et al., 2001; Nietsche et al., 2002; Sartorato,
2002). Esta comparacdo permite inferir que o fungo P. griseola tem adquirido
novos alelos para viruléncia.

Associando-se os dados da Figura 2 com o aumento da freqiiéncia das
patétipos 63-31 e 63-63, pode-se fazer alusdo a idéia de Vanderplank (1968), em
que a adaptacdo dos patotipos ocorre em funcdo do ndmero de alelos
desnecessarios para viruléncia. Neste caso, ocorreu a selecdo direcional que
consiste na sele¢cdo que ocorre na populacdo do patdgeno, aumentando a

freqliéncia do pat6tipo necessaria para superar a resisténcia do hospedeiro.
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realizarem levantamento na literatura sobre a variabilidade patogénica de P.
griseola no Brasil, entre os anos de 1996 e 2004, observaram que as cultivares
mesoamericanas México 54 (Phg-2, Phg-5 e Phg-6), Cornell 49-242 (Phg-3) e
BAT 332 (Phg-6°) eram as cultivares mais resistentes no Brasil e a associacio
dos alelos presentes nestas trés cultivares confere resisténcia a todos os patétipos
identificados, exceto ao patétipo 63-63. Consideraram, ainda, que as cultivares
andinas, G5686 e Amendoin, sdo importantes fontes de resisténcia.

Pode-se destacar, ainda, que o emprego cada vez mais intensivo de novas
fontes de resisténcia pode ter favorecido a dindmica populacional dos patétipos
ao longo do tempo. Essa afirmacéo corrobora com o fato de estes isolados terem
sido coletados, em sua maioria, em areas experimentais, onde sdo cultivadas
varias linhagens diferentes.

A selecdo tem sido a forca evolutiva mais estudada e, provavelmente, é a
mais facilmente manejada em sistemas agricolas. Quando um alelo para
resisténcia é amplamente distribuido, ocorre uma forte selecdo direcional que
dirige o incremento na freqiiéncia de mutantes virulentos, até que a resisténcia
deste alelo seja quebrada (McDonalds & Linde, 2002). As principais forgas
seletivas podem ser impostas pelo grau de especializacdo das interacdes
patégeno-hospedeiro, medidas de controle ou limitagdes ambientais (Mahuku et
al., 2002a). Estes fatores atuam gerando diferencas na distribui¢do genotipica e
fenotipica da variacdo entre as populacdes de fitopatdgenos, que podem levar a
uma elevada variacio genética. E possivel que alguns fatores atuem, isolados ou
em combinacdo, para gerar um novo patétipo, incrementando os niveis de
diversidade genética (Mahuku et al., 2002a).
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4 CONCLUSOES

Foi constatada ampla variabilidade patogénica entre os isolados de P.
griseola avaliados.

Os patdtipos 55-15, 63-15, 63-25 e 63-27 ndo haviam sido detectados no
estado de Minas Gerais. Este é o primeiro relato da ocorréncia dos patétipos 55-
15, 63-25 e 63-27 no Brasil.

Os patétipos 63-31 e 63-63 sdo predominantes na regido estudada,
portanto, esforgos devem ser direcionados para a obtencdo de fontes de

resisténcia a estes patdtipos.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Phaeoisariopsis
griseola POR MEIO DE MARCADORES RAPD
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RESUMO

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Caracterizacdo de isolados de
Phaeoisariopsis griseola por meio de marcadores RAPD. 2007. p. 77-111.
Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A mancha-angular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), causada pelo fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, é uma das mais importantes doencas
desta cultura no Brasil. O desenvolvimento de uma estratégia para controlar e ou
reduzir o impacto do fungo P. griseola requer um conhecimento prévio da
estrutura populacional do patégeno. Portanto, o objetivo deste estudo foi
investigar a diversidade genética e a estrutura genética de populacGes entre
isolados de P. griseola coletados no estado de Minas Gerais e Goias. Para este
trabalho, foram selecionados 70 isolados de P. griseola, 0s quais foram
caracterizados por meio de marcadores RAPD. Para a analise com os dados de
marcadores moleculares, foram utilizados 19 primers de RAPD. Os primers
amplificaram um total de 76 bandas polimdrficas, totalizando, em média, quatro
bandas polimorficas por primer. A similaridade genética entre os isolados variou de
0,301 a 0,993, com média de 0,746. As analises descritivas revelaram uma tendéncia
de diferenciacdo dos isolados, por local de origem. A estimativa do indice de
diversidade de Shannon revelou que, na cidade de Vigosa, MG, foi encontrada maior
diversidade genética, enquanto que em ljaci, MG, a menor diversidade genética. A
diversidade genética de Nei foi decomposta e verificou-se Hr = 0,3535. A
diferenciacdo genética entre as populacbes estudadas foi de 0,1979 (Gst). Portanto,
80,21% da variacdo deve-se a variacdo dentro das populacBes. A AMOVA
demonstrou que 77,51% da variagdo esta contida dentro de cidades e 22,49% entre
cidades. Foi realizada uma comparagdo par a par dos 76 locos polimorficos
estudados. Foram obtidos valores de desequilibrio gamético significativamente
diferente de zero para as populacbes estudadas (teste de Fisher, P < 0,05),
mostrando que P. griseola mantém uma estrutura genética consistente com a
reproducdo assexual.

*Qrientadora: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI
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ABSTRACT

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Characterization of Phaeoisariopsis
griseola isolates by RAPD markers. 2007. p. 77-111. Thesis (Plant Genetics
and Breeding Program) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.*

Angular leaf spot disease of common bean (Phaseolus vulgaris), caused by
Phaeoisariopsis griseola, is one of the most important of this crop in Brazil. The
development of a strategy to control and or reduce the impact of P. griseola
requires a previous knowledge of the population structure. Therefore, the
purpose of this study was to investigate the genetic diversity and population’s
genetic structure among P. griseola isolates collected in Minas Gerais and Goias
state, Brazil. Seventy isolates were characterized by RAPD markers. Nineteen
RAPD primers were used in the molecular analysis. The primers amplified a
total of 76 polymorphic bands, with average of 4.0 polymorphic bands per
primer. The genetic similarity among the isolates varied from 0.301 to 0.993.
with average of 0.746. The descriptive analyses revealed a tendency of
differentiation of isolates for origin areas. The Shannon diversity index revealed
that Vicosa, MG, presented the largest genetic diversity, whereas ljaci, MG,
presented the smallest genetic diversity. The total Nei’s genetic diversity was
partitioned (Hr = 0.3535). The genetic differentiation among the populations
was 0.1979 (Gst value). Therefore, 80.21% of the genetic variation observed in
this study was due to differentiation within populations. AMOVA demonstrated
that 77.51% of the variation was contained within places and 22.49% among
places. Pairwise comparisons of 76 polymorphic RAPD loci gave disequilibrium
values that were all significantly different from zero (Fisher’s exact test, P <
0.05) for studied populations, showing that P. griseola maintains a genetic
structure consistent with asexual reproduction.

*Advisor: Elaine Aparecida de Souza— UFLA/DBI
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1 INTRODUCAO

Phaeoisariosis griseola (Sacc.) Ferraris é o agente causal da mancha
angular do feijoeiro, doenca que pode provocar perdas na producdo superiores a
80% (Liebenberg & Pretorius, 1997; Schwartz et al., 1981; Saettler, 1991). A
ocorréncia desta doenca foi relatada em mais de 78 paises do mundo
(Liebenberg & Pretorius, 1997). Nos ultimos anos, ela se tornou uma das mais
importantes no Brasil, podendo proporcionar perdas maiores que 80% na
producdo, dependendo da suscetibilidade das cultivares, das condicGes
ambientais e do estadio de desenvolvimento da cultura (Sartorato, 2004). Em
adicdo, sdo registradas perdas de qualidade das sementes e ou graos, reducéo do
valor de mercado e disponibilidade de sementes (Pastor-Corrales et al., 1998).

O uso de cultivares resistentes € a estratégia mais eficiente e econémica,
além de ndo promover danos ao ambiente, para a obtencdo de altas
produtividades. O desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha-angular é
dificultado pela elevada variabilidade patogénica apresentada pelo fungo P.
griseola. Assim, o entendimento da variabilidade genética do patégeno é um
importante pré-requisito para o desenvolvimento e o emprego de cultivares
resistentes a mancha-angular.

N&o obstante ao elevado nivel de variabilidade genética detectado entre
isolados do fungo P. griseola, eles podem ser agrupados em dois conjuntos
génicos, andino e mesoamericano. Guzman et al. (1995) e Pastor-Corrales &
Jara (1995) revelaram o processo de co-evolucao entre o patdgeno e o conjunto
génico hospedeiro, de acordo com o centro de origem, ou seja, isolados de
origem andina infectam cultivares do conjunto génico andino e, enquanto que,

isolados de origem mesoamericana infectam cultivares do conjunto génico
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mesoamericano, preferencialmente, mas também possuem capacidade de
infectar, cultivares de origem andina.

Elevada variacdo genética foi registrada previamente, por meio de
marcadores moleculares, em alguns estudos realizados no Brasil e no mundo
(Busogoro et al., 1999; Mahuku et al., 2002b; Sartorato, 2004; Wagara et al.,
2004). Busogoro et al. (1999) observaram elevada variabilidade genética entre
isolados de P. griseola na Africa e a existéncia de padrdes RAPD similares entre
isolados coletados em diferentes locais, sugerindo uma possivel ocorréncia de
migracgdo entre isolados de diferentes locais. Mahuku et al. (2002b) verificaram
niveis significativos de diferenciacdo genética (Gst = 0,39) entre isolados
andinos obtidos na Africa e América Latina. Falta de especificidade dos isolados
de acordo com a sua regido de origem foi observada por Sartorato (2004).
Wagara et al. (2004) estudaram 50 isolados de P. griseola, obtidos no Kenya,
verificaram alto nivel de variabilidade genética entre os isolados e obtiveram
baixo nivel de diferenciacdo genética entre populacdes (9,3%) em detrimento da
variacdo dentro das populagdes (90,7%).

Devido a elevada variabilidade do fungo P. griseola, o sucesso de um
programa de melhoramento que vise a obtencdo de cultivares resistentes a
mancha-angular requer o conhecimento da estrutura genética de populacdes de
uma dada regido. Tal conhecimento é crucial para determinar a adocdo de
estratégias para a obtencéo de cultivares resistentes. Entretanto, no Brasil, existe
uma caréncia de estudos que objetivem o conhecimento da estrutura
populacional deste fungo.

O objetivo do presente trabalho foi verificar a variabilidade genética de
isolados de P. griseola coletados no estado de Minas Gerais por meio do uso do
marcador molecular RAPD e fornecer informagdes sobre a estrutura genética da
populagdo amostrada, para orientar os programas de melhoramento genético que

visam ao desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha-angular.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados de Phaeoisariopsis griseola

Foram selecionados 70 isolados de P. griseola, dos quais 58 pertencem a

micoteca do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras e 12

foram cedidos pelo Centro Nacional

de Pesquisa Arroz e Feijdo -

CNPAF/Embrapa. Estes isolados foram coletados de cultivares de feijdo que

apresentavam sintomas de mancha-angular em condi¢cbes de campo e sdo

provenientes de quatro municipios do estado de Minas Gerais e de um municipio
do estado de Goiéas (Tabela 1).

TABELA 1 Isolados, cultivares e municipio de origem dos isolados de P.

griseola.
Isolados Cultivar Municipio — Estado  TCY  Pat6tipo
Ig-792 Emgopa Ouro Damolandia, GO C 63-31
Ig - 799 Emgopa Ouro Damolandia, GO C 63-63
Ig - 802 Emgopa Ouro Damolandia, GO C 63-63
Ig - 806 Emgopa Ouro Damoléandia, GO C 63-31
Ig - 808 Emgopa Ouro Damoléandia, GO C 63-63
Ig - 809 Emgopa Ouro Damolandia, GO C 63-31
Ig - 822 Emgopa Ouro Damolandia, GO C 63-63
Ig - 828 Emgopa Ouro Damoléndia, GO C 63-31
Ig - 854 Jalo Precoce Damoléandia, GO C 63-31
Ig - 860 Jalo Precoce Damoléandia, GO C 63-63
Ig - 865 Jalo Precoce Damolandia, GO C 63-31
lg - 868 Jalo Precoce Damoléndia, GO C 63-63
Pg-01 CVv-13 ljaci, MG E 63-47
Pg - 02 Cv-78 ljaci, MG E 63-15
Pg - 03 ESAL 507 ljaci, MG E 63-47
Pg-04 Z-22 ljaci, MG E 63-63
“...continua...”
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“TABELA1, Cont.”

Pg- 05 CVv-78 ljaci, MG E 63-31
Pg - 06 MAI - 8-13 ljaci, MG E 63-31
Pg - 07 LH-10 ljaci, MG E 63-55
Pg-08 Cl - 257 ljaci, MG E 63-15
Pg - 09 ERIPARSA ljaci, MG E 63-31
Pg- 10 ERIPARSA ljaci, MG E 63-63
Pg-12 RC-I-3 ljaci, MG E 63-23
Pg-15 ESAL 502 ljaci, MG E 63-31
Pg- 16 - ljaci, MG E 63-31
Pg - 17 - ljaci, MG E 63-31
Pg-19 - Lavras, MG E 63-47
Pg - 20 - Lavras, MG E 63-63
Pg-21 - Lavras, MG E 63-63
Pg - 23 Batatinha Lavras, MG E 63-63
Pg-24 RC? Lavras, MG E 63-63
Pg-25 RC Lavras, MG E 63-63
Pg - 26 Batatinha Lavras, MG E 63-31
Pg - 27 RC x Talisma Lavras, MG E 63-31
Pg - 28 Jalo Lavras, MG E 63-63
Pg-31 Jalo Lavras, MG E 63-63
Pg - 32 Jalo Lavras, MG E 63-31
Pg-33 F1 (PA3) Lavras, MG E 63-63
Pg-34 RC Lavras, MG E 63-63
Pg-35 RC Lavras, MG E 63-63
Pg-41  Mulatinho Vagem roxa Lavras, MG E 63-31
Pg - 45 Talisma Lavras, MG C 63-63
Pg - 46 Talisma Lavras, MG C 63-63
Pg - 47 Talisméa Lavras, MG C 63-63
Pg - 48 Talisma ljaci, MG E 63-63
Pg - 50 CNFC 10443 Lambari, MG E -

Pg-51 CNFC 8065 Lambari, MG E -

Pg - 52 CNFC 10453 Lambari, MG E -

Pg - 53 Roxo 90 Lambari, MG E -

Pg - 54 MN 3420 Lambari, MG E -

Pg - 55 A-95 Lavras, MG E -

Pg - 56 A-114 Lavras, MG E -

Pg - 57 A-82 Lavras, MG E -

Pg - 58 A-97 Lavras, MG E -

Pg - 59 A-125 Lavras, MG E -

Pg - 60 A-118 Lavras, MG E -

“...continua...”
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Pg-61 Small White Lavras, MG E

Pg - 62 Carioca MG Lavras, MG E -
Pg - 63 Carioca MG Lambari, MG E -
Pg - 64 VC-3 Lavras, MG E -
Pg - 65 RC Lavras, MG E -
Pg - 67 RC Lavras, MG E -
Pg - 68 RC Lavras, MG E -
Pg - 69 OP-NS-331 Lavras, MG E -
Pg-70 Roxo/vermelho Vicosa, MG E -
Pg-71 Jalo/Pintado Vicosa, MG E -
Pg-72 - Vicosa, MG E -
Pg-73 Jalo Vigosa, MG E -
Pg-74 - Lambari, MG E -
Pg- 75 - Lambari, MG E -

Y'TC: tipos de cultivo. C: campo de producéo; E: campo experimental.
2 RC: progeénies oriundas do programa de selecdo recorrente para resisténcia a

mancha-angular.

2.2 Obtencao das culturas monospéricas

Foram obtidas culturas monospéricas a partir de cada isolado amostrado,
totalizando 70 monocultivos (Sartorato, 2004). As culturas monosporicas foram
realizadas em meio BDA (batata-dextrose-agar) e armazenadas a temperatura de

24+2°C e auséncia de luz por, aproximadamente, 15 dias.
2.3 Obtencéo de massa micelial

Apo6s a obtencdo da coldnia monospoérica, procedeu-se a retirada de
cinco a seis pequenos discos de meio de cultura contendo micélio do fungo de

cada um dos 70 isolados e posterior transferéncia para frascos Erlenmeyer de
250 mL, contendo 50 mL de meio liquido (200 g.L" de batata e 10 g.L™ de
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glucose). Estes frascos foram mantidos a 24°C em incubadora (Shaker), com
agitacdo, na rotagdo de 110-120 RPM por, aproximadamente, 15 dias.

Apds a obtencdo de massa micelial foi realizada a filtragem e por meio
do uso de bomba a vicuo a umidade remanescente foi retirada. O micélio de

cada cultura monospdrica foi acondicionado em vidraria e congelado a —20°C.

2.4 Extracdo de DNA total

O DNA foi extraido de acordo com a metodologia desenvolvida por
Raeder & Broda (1985) modificada. A massa micelial foi transferida para
almofariz de porcelana e macerada em 10 ml de tampéo de extracdo com CTAB
a 65°C, juntamente com 30 pl de B-mercaptoetanol, com auxilio de areia
esterilizada e nitrogénio liquido. O tamp&o de extracdo continha 2% de CTAB,
100 mM de TRIS (pH = 8,0), 20 mM de EDTA (pH =8,0), 1,4 M de NaCl e 1%
de PVP (polivinilpirrolidona).

Apos o procedimento de maceragdo, 0 material foi mantido em banho-
maria, a 65°C, por 30 minutos, sendo agitado, por suaves inversdes, a cada 10
minutos; seguido de resfriamento durante cinco minutos. Posteriormente, foram
adicionados 10 mL da solugdo cloroférmio: alcool isoamil (24:1), seguidos da
homogeneizacdo e centrifugacdo, durante 10 minutos, a 4.000 rpm. O
sobrenadante foi misturado a 30 mL da solucdo alcool etilico a 95%:acetato de
amonio 7,5M (6:1) e levado ao freezer (-20°C) por seis horas, no minimo. Ao
DNA coletado foram adicionados 300 uL de TE (Tris 1 mM e EDTA 0,1 mM,
pH 7,7). O DNA dissolvido foi submetido a uma segunda extracdo com
cloroférmio alcool isoamil, sendo o sobrenadante coletado e misturado com o
triplo de seu volume com &lcool a 95%:acetato de sddio 3M (20:1) e mantido no
freezer (-20°C), por seis horas, no minimo. A solucdo de alcool acetato de sodio
foi eliminada e o DNA dissolvido em 50-100 pL de TE.
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A quantificagdo de DNA foi realizada com auxilio de um fluorimetro
Hoeffer Scientific TKO100. Para isso, foram utilizados 2 uL da solugdo de DNA
em 2 mL de tampdo (Tris 10 mM, EDTA 1,0 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,4),
juntamente com 0,1 pL.mL™ do corante H32258. As amostras foram diluidas em

TE, para uma concentracdo de 10 ng.mL™, para as reacdes RAPD.

2.5 Marcador RAPD

Foram avaliados 19 primers, sendo selecionados os seguintes: OP AN11,
OP AP18, OP AQO1, OP AQO02, OP AQO03, OP AQ04, OP AQ08, OP AS03, OP
AS04, OP AS05, OP AS06, OP AS07, OP AS08, OP AS11, OP AS15, OP
AS19, OP AT19, OP BB06 e OP BBO08. As reacbes de amplificacdo foram
realizadas em termociclador Eppendorf MasterCycler Gradient 5331. O volume
total da reacdo corresponde a 14 uL, correspondendo a 4 pL de agua, 35 ng de
DNA gendémico, e 50 uM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,4 uM
de um oligonucleotideo iniciador (primer), 50 mM de tris-HCI, pH 8,0, 2,0 mM
de MgCl,; 20 mM de KCl e 0,6 unidades da enzima Taq DNA polimerase.

O processo de amplificacdo foi realizado da seguinte forma: 1) nos dois
primeiros ciclos, a desnaturagdo do DNA foi feita a 94°C, por dois minutos, o
anelamento a 37°C por 15 segundos e a elongacdo, a 72°C, por um minuto; 2)
adicionalmente, mais 38 ciclos diferiram apenas no tempo de desnaturagdo (15
segundos). Ap6s 40 ciclos, procedeu-se a extensdo final por dois minutos a
72°C. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% imerso em tampédo TBE (0,45 M de Tris-Borato € 0,01 M EDTA), a
70 volts, durante 4,5 horas. Logo apds, foram corados com brometo de etidio a
uma concentracdo de 0,5 pg.mL™ e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta Fotodyne e fotografados com a camara fotografica EDA - 290 da
Kodak.
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2.6 Estimativa da similaridade genética

Cada banda polimoérfica foi tratada como um carater Gnico. Foi gerada
uma matriz de dados 0 e 1 (Tabela 1A), a partir da codificacdo da presenca (1) e

auséncia (0) das bandas polimdrficas, presentes nas 70 amostras de DNA. A

estimativa da similaridade genética (sg;), entre cada par de isolados, foi

efetuada pelo coeficiente de Nei e Li, por meio da expressao (Rohlf, 1992).

_2a
2a+b+c

SUjj
em que:
a: presenca de bandas nos individuosi e j;
b: presenca de banda no individuo i e auséncia no individuo j;

c: auséncia de banda no individuo i e presenca no individuo j.

As andlises de similaridade genética foram realizadas por meio do
programa NTSYS-pc 2.1 (Rohlf, 2000). A matriz de similaridade genética
gerada foi, entdo, usada para produzir um dendrograma pelo método da média
das similaridades (UPGMA).

Os erros associados a cada similaridade foram estimados de acordo com

a seguinte expressdo modificada de Skroch et al. (1992):

. 1-sg;
Erro padro estimado: (S, ) =4/S9; 1
n —

n é asomade a, b e c, para cada par de isolados.

em que:
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Os isolados geneticamente diferentes foram identificados no
dendrograma a partir da estimativa de valor maximo significativo de
similaridade (Sgm). O sgm foi estimado por meio do teste de t, utilizando-se a

seguinte expressao:
sg, =1- (t.§Sg )

em que:
t: é o valor tabelado da distribuicdo t de Student, a 1% de probabilidade, com n-

2 graus de liberdade;

S, + 0 erro médio das comparagdes consideradas no dendrograma.

A estimativa da diversidade dentro de cinco locais de coleta do
patdgeno, P. griseola, foi realizada utilizando-se o indice de Shannon, dado pela

seguinte expressdo:

H =_Z pi(logz pi)

em que:
pi: é a proporcado de individuos que possuem a banda em um determinado loco;

log, p;: é o logaritmo de p, com base 2.

Foram obtidas as seguintes estatisticas descritivas: nimero e % de locos
polimorficos (Lin et al., 1997) e heterozigosidade esperada (Nei, 1973). Estas
analises foram realizadas no programa GDA (Genetic Data Analysis) versdo 1.0
(Lewis & Zaikin, 2001).

Nei (1973) propde a partichio da diversidade genética em seus
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componentes entre e dentro de populagdes.

H; =H, + Dy

em que:
H; : diversidade total, estimada a partir das freqliéncias alélicas médias de cada
loco.

H : componente da diversidade dentro da populac&o.

D4, : componente da diversidade entre populagdes, dentro da espécie considerada.

A proporcao da diversidade genética que é atribuida ao componente entre

populacdes ¢ estimada por:

2.7 Andlise de variancia molecular

A analise de varidncia molecular foi realizada com o auxilio do
programa Arlequin 2.000 (Schneider et al., 2000). A analise foi realizada
considerando-se uma estrutura hierarquica na qual os isolados coletados em cada
municipio foram tratados como uma populacdo. Um resumo desta analise de

variancia esta apresentado na Tabela 2.

A variancia genética total o-* corresponde a: o%a + b .
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TABELA 2 Esquema da andlise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de variagdo Graus de liberdade E(QM)
Entre categorias A-1 0% +no’a
Dentro de categorias N-A o
Total N -1 o’r

A: Namero de municipios amostrados; N : nimero total de isolados
amostrados;

o%a: componente de variancia devido as diferencas entre municipios;

o’ : componente de variancia devido as diferencas entre amostras dentro de
municipios;

n: valor ponderado em funcdo do numero diferente de individuos para cada

N?a

N-> N

A-1

municipio de coleta. n = ,em que NZa: nimero de individuos na

populagdo A (municipios).

Fonte: Adaptado de (Schneider et al., 2000).

Os componentes de variancia foram testados a partir do coeficiente ¢, ,

obtido pela expressao:

em que:
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P51 = corresponde a razdo da variancia entre categorias (municipios) pela
variancia total; representa o valor de individuos tomados ao acaso dentro de

areas de coleta, em relacdo a individuos tomados ao acaso em toda a amostra.

Na tentativa de esclarecer melhor a estrutura populacional deste
patégeno, foi estimado o desequilibrio de ligacdo dentro das populacbes de P.
griseola que foram coletadas nos municipios de ljaci (safra da seca/2005) e
Lavras (safras da seca e inverno/2005). As bandas RAPD foram consideradas
como locos Unicos e a presenca ou a auséncia de bandas consideradas como
alelos. O desequilibrio de ligacdo foi calculado utilizando-se o programa
Arlequin 2.000 (Schneider et al., 2000).

Para cada associacao de locos estudada, a probabilidade foi testada pelo
teste de Fisher e 0 método da cadeia de Markov. Uma associacao foi considerada
significativamente diferente de zero se o teste resultou em uma probabilidade

menor que 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélise de marcadores moleculares

A analise da diversidade entre isolados de P. griseola foi realizada por
meio de marcadores RAPD. Todas as reacdes, para cada primer, foram
realizadas duas vezes e 19 primers foram selecionados para analisar a
diversidade do fungo. Foram amplificadas, no total, 76 bandas polimérficas, as
quais foram utilizadas para avaliagdo dos 70 isolados de P. griseola (Tabela 3).
NUamero de bandas polimdrficas idéntico foi utilizado por Stenglein & Balatti
(2006), ao caracterizarem a variabilidade genética de isolados de P. griseola de
45 isolados coletados na Argentina. Nimero de bandas polimdrficas inferior (14
bandas) a este foi usado por Sartorato (2004), ao estudar a variabilidade genética
de isolados de dois municipios do estado de Goias. Ja Nietsche et al. (2001)
fizeram inferéncias a respeito da variabilidade genética no estado de Minas
Gerais, utilizando um total de 26 bandas polimorficas.

Foram geradas, em média, quatro bandas polimorficas por primer. Ja
Stenglein & Balatti (2006) obtiveram média de 10,86 bandas polimdrficas por
primer, utilizando isolados procedentes da Argentina.

3.2 Avaliacdo da variabilidade genética

Foi construida uma matriz de similaridades genéticas por meio do
coeficiente de similaridade de Dice, com base nas 76 bandas polimorficas
(Tabela 2A). A similaridade genética entre os isolados variou de 0,301 a 0,993,
com média de 0,746. Silva et al. (2007) obtiveram uma amplitude de 0,65 a 0,99
nas estimativas de similaridades genética para isolados de Colletotrichum
lindemuthianum, o que indica que o fungo P. griseola possui maior variabilidade
patogénica dentre os dois patdgenos mais comuns do feijoeiro em Minas Gerais.

92



TABELA 3 Primers de RAPD que detectaram polimorfismo nos isolados de
P.griseola, com suas respectivas seqliéncias de bases e nimero de

bandas polimorficas.

Primer Sequéncias N.° de bandas polimorficas
OP AN11 5" GTCCATGCAG 3’ 5
OP AP18 5" GTCGTCGACA 3’ 2
OP AQO1 5" GGCAGGTGGA 3’ 3
OP AQO02 5" ACCCTCGGAC 3’ 4
OP AQO03 5" GAGGTGTCTG 3’ 4
OP AQO04 5" GACGGCTATC 3’ 4
OP AQO08 5" TCGGTAGACC 3’ 4
OP AS03 5" ACGGTTCCAC 3’ 4
OP AS04 5 GTCTTGGGCA 3’ 3
OP AS05 5 GTCACCTGCT 3’ 2
OP AS06 5" GGCGCGTTAG 3’ 3
OP AS07 5" CACGAGCAGG 3’ 4
OP AS08 5" GGCTGCCAGT 3’ 3
OP AS11 5" ACCGTGCCGT 3’ 6
OP AS15 5" CTGCAATGGG 3’ 5
OP AS19 5" TGACAGCCCC 3’ 5
OP AT19 5" ACCAAGGCAC ¥ 7
OP BB06 5’ CTGAAGCTGG 3’ 4
OP BB08 5 TCGTCGAAGG 3’ 4

Total 76

Na Figura 1 estd representado o dendrograma construido a partir dos

dados de similaridade genética e posterior agrupamento realizado pelo método
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FIGURA 1 Dendrograma obtido para os 70 isolados de P.griseola.
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UPGMA. A linha de corte representa o valor maximo de similaridade (sgm), a
direita (acima) da qual os acessos sdo considerados semelhantes. O sg, a 1% de
probabilidade foi de 0,882. Por meio do dendrograma, foi possivel verificar a
formacéo de 33 grupos (com, pelo menos, dois isolados). Os grupos formados
sdo apresentados na Tabela 4 e Figura 1. Entre os isolados avaliados, 26 nédo
agruparam com nenhum outro isolado dentro do intervalo estabelecido. Os
isolados coletados no municipio de Vigosa, MG, ndo se agruparam com 0S
outros isolados no nivel de similaridade estabelecido (0,882).

O Grupo | ¢é formado por dois isolados, 1g-792 e 1g-799, oriundos do
municipio de Damolandia, GO, sendo caracterizados como pat6tipo 63-31 e 63-
63, respectivamente. Importante mencionar, também, que estes isolados foram
coletados infectando uma mesma cultivar (Emgopa Ouro). Situacdo analoga foi
observada no Grupo |1, no qual os quatro isolados foram coletados no municipio
de Damolandia, GO. Dois destes isolados, 1g-802 e 1g-808, pertencem ao
pat6tipo 63-63 e foram coletados sobre a cultivar Emgopa Ouro. Os isolados Ig-
865 (patdtipo 63-31) e 1g-868 (patdtipo 63-63) quebraram a resisténcia da
cultivar Jalo Precoce. A partir dos resultados dos Grupos | e Il, pode-se observar
tendéncia de evolucdo localizada do patdgeno, visto que os isolados coletados no
estado de Goias (Damolandia) foram agrupados juntos e, em geral, apresentam
baixa similaridade com os isolados obtidos no estado de Minas Gerais. Auséncia
de especificidade entre os isolados e sua regido geografica de origem foi
observada por Sartorato (2004), no entanto, o autor observou formacgdo de
subgrupos formados por isolados de apenas um local.

Estes dados e outros ja relatados enfatizam a necessidade da realizacéo
de monitoramento por local ou regido de plantio, para que as estratégias de
melhoramento sejam eficientes. O estudo da variabilidade genética deste fungo

por meio de marcadores moleculares, refletem melhor a dinamica populacional
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TABELA 4 Grupos de isolados considerando os resultados da analise de
agrupamento (UPGMA) e do dendrograma, referentes aos 70
isolados estudados (Figura 1A).

GRUPO |
Isol.Y C? Isol. C
Ig-792 D° 1g-799 D

GRUPO I
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Ig-802 D 1g-865 D 1g-808 D 1g-868 D

GRUPO Il
Isol. C Isol. C
Ig-860 D  Pg-56 LV¥

GRUPO IV
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg-01 I¥  Pg-03 I Pg-02 I Pg-05 I Pg-06 [
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg-09 | Pg-10 | Pg-15 | Pg-23 LV Pg-24 LV
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg-16 I Pg-26 LV  Pg-04 I Pg-12 I Pg-58 LV
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg-07 I Pg-57 LV  Pg-17 I Pg-20 LV Pg-21 LV
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg45 LV Pg-46 LV Pg47 LV Pg-28 LV Pg3l LV
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg-35 LV  Pg-48 [

GRUPO V
Isol. C Isol. C
Pg-19 LV  Pg59 LV

GRUPO VI
Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C Isol. C
Pg-61 LV Pg62 LV Pg63 LMY Pg64 LV Pg-75 LM

GRUPO VII
Isol. C Isol. C

Pg-52 LM  Pg-74 LM

Ysol.: Isolados;

2/C: Municipios de origem;
¥D: Damolandia, GO;
YLV: Lavras, MG;

¥1: ljaci, MG;

LM: Lambari, MG.
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do patdgeno, permitindo um estudo mais completo do genoma de P. griseola em
relacdo a avaliacdo do carater viruléncia, mas ndo permitem a identificacdo de
locos ligados a genes de viruléncia no fungo (Sartorato, 2004).

Dois isolados formam o Grupo 11, sendo que um, 1g-860, é oriundo de
Damolandia, GO e o outro (Pg-56), de Lavras, MG. Entre os 27 isolados que
foram agrupados no Grupo 1V estdo 14 dos 15 isolados coletados em ljaci, MG.
Portanto, h4 uma relacéo entre as sequéncias de DNA amplificadas e o local de
coleta dos isolados, presentes nos Grupos I, 1l e 1V, independentemente do
patétipo ao qual pertence o isolado. Trabalhos futuros precisam ser
desenvolvidos priorizando o levantamento de informagbGes acerca da
variabilidade em diferentes regides para que dados sobre a evolucdo do patdgeno
possam ser acumulados.

No Grupo IV encontram-se, também, os pares de isolados: Pg-09
(patétipo 63-31) e Pg-10 (patdtipo 63-63), Pg-23 (patétipo 63-63) e Pg-24
(patétipo 63-63), que apresentaram maior similaridade genética (0,993).
Destaca-se 0s isolados Pg-09 e Pg-10 que foram coletados infectando uma
mesma cultivar, (Eriparsa), em plantas dentro de uma mesma parcela em campo
experimental. Embora tenha sido detectada alta similaridade por meio de
marcadores RAPD, existe diferenca quanto ao padrdo de viruléncia apresentado
pelos isolados, sendo que no mesmo campo experimental ocorre variagdo entre
os isolados. Elevada similaridade genética (0,992) foi detectada entre os isolados
do patétipo 63-47 (Pg-01 e Pg-03), sendo 0s mesmos oriundos do municipio de
ljaci e coletados sobre as cultivares CV-13 e ESAL-507. Em campos
experimentais, ocorre fluxo continuo de pessoas, 0 qual, certamente, propicia o
transporte de esporos do fungo de um local para outro ou de uma cultivar para
outra, propiciando alta disseminacéo do fungo no campo de producéo.

O Grupo IV caracteriza-se pela ocorréncia de isolados que foram

coletados a partir de materiais do Programa Melhoramento de Feijdo, realizado
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pela Universidade Federal de Lavras. Os hospedeiros caracterizam-se por
apresentar constituicdo genética comum o que, provavelmente, também interfere
na alta similaridade entre os isolados.

Trés isolados (Pg-45, Pg-46 e Pg-47) formaram um subgrupo dentro do
Grupo V. Todos estes isolados pertencem ao patétipo 63-63 e foram coletados
sobre uma mesma folha, porém, em lesGes diferentes. Inicialmente, acreditava-
se que a similaridade entre estes isolados seria a méxima, o que ndo aconteceu.
Foi observada similaridade média de 0,964 entre os trés isolados, indicando que
podem ter ocorrido mecanismos de geragdo de variabilidade nestes isolados. Por
outro lado, este resultado pode estar caracterizando uma possivel contaminagéo
advinda de outras parcelas, em virtude da intensa movimentacdo de pessoas
entre as parcelas experimentais. Guzman et al. (1999) observaram a ocorréncia
de isolados de origem mesoamericana e andina infectando uma mesma lesdo,
sugerindo que algumas lesdes podem resultar da acdo combinada de multiplos
conidios e que isolados de dois grupos de P. griseola podem coexistir em uma
mesma folha.

O Grupo V é constituido por dois isolados (Pg-19 e Pg-59) coletados no
municipio de Lavras, MG. Embora estes isolados tenham sido coletados em
Lavras e no mesmo campo experimental, as safras de coleta foram diferentes; o
Pg-19 foi coletado na safra da seca e o Pg-59 na safra das 4guas. Provavelmente,
0 isolado Pg-59 pode ter permanecido na area, sob restos culturais, apds a
colheita da safra anterior.

Cinco isolados, sendo trés de Lavras e dois de Lambari, formaram o
Grupo VI. Os isolados Pg-61 e Pg-64, embora tenham sido coletados infectando
cultivares diferentes, Small White e VC-3, respectivamente, foram coletados em
casa de vegetacdo no mesmo dia, 0 que pode justificar a alta similaridade
(0,894) entre esses isolados. O Grupo VII foi formado por apenas dois isolados

do municipio de Lambari.
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Observando-se os agrupamentos gerados, pode-se fazer uma inferéncia,
com cautela, a respeito dos mecanismos que propiciam o aumento da
variabilidade neste patdgeno. Percebe-se que, na maioria dos casos, como
observado nos grupos I, Il e IV, podem ter ocorrido eventos de mutacdo pontual
em regides diferentes das amplificadas via marcadores RAPD, pois apesar de
comporem o mesmo grupo sdo classificados como patétipos diferentes. Outra
possibilidade é a movimentacdo constante de pessoas no campo experimental,
podendo transportar esporos de uma parcela a outra, no campo de produgéo.

Estudos sobre os mecanismos que geram essa variabilidade em P.
griseola séo escassos. Além disso, ndo ha relatos sobre a ocorréncia da forma
sexual deste patégeno (Busogoro et al., 1999; Mahuku et al., 2002a). Alguns
mecanismos relatados por Burdon & Roelfs (1985), Drenth et al. (1996) e Leung
et al. (1993) que levam ao aparecimento de diversidade dentro de populagdes do
patégeno, sdo: mutagbes pontuais, migracdo e recombinacdo sexual.
Adicionalmente, McDonald & Linde (2002) propGem a ocorréncia de selecdo e
deriva genética como forgas evolutivas que atuam sobre a populagdo de
patégenos. As forcas seletivas podem ser impostas pelo grau de especializacdo
das interacGes patdgeno-hospedeiro, medida de controle e limitagGes ambientais
(Mahuku et al., 2002a). Estes fatores atuam gerando diferencas na distribuicdo
da variacdo fenotipica e genotipica entre os fitopatdgenos, que podem levar a
alta variacdo genética. E possivel que esses fatores atuem isolados ou em
conjunto, levando a ocorréncia de novos patétipos e, conseqlientemente,
aumentando os niveis de diversidade genética.

Em geral, a analise de agrupamento entre os isolados revelou a tendéncia
de formacéo de grupos de acordo com o local de origem. Isso reforca a idéia de
que o patodgeno co-evolui com a populagdo de hospedeiros do local e que énfase
deve ser dada ao monitoramento populacional na regido especifica de producéo.

Levando-se em consideracdo o carater patogenicidade, ndo foi possivel

99



observar relacdo direta entre esses e o agrupamento fornecido por marcadores
RAPD. A probabilidade das regi6es amplificadas estarem associadas aos locos
para patogenicidade é praticamente nula. Isto pode ser atribuido ao fato de que
marcadores moleculares sdo neutros e nao dependem da interacdo que ocorre
entre os alelos de aviruléncia, no patdgeno e os alelos de resisténcia, na planta, a
qual pode ser influenciada pelo tipo de indculo e pelas condigdes ambientais
(Mahuku et al., 2002b). Resultado similar foi observado por Busogoro et al.
(1999), Mahuku et al. (2002a,b) e Wagara et al. (2004).

3.3 Diversidade genética

Os indices para cada municipio estdo resumidos na Tabela 5. O indice de
Shannon varia de 0 a 1 e considera que, quanto mais proximo o valor for de
zero, menor é a diversidade. Os indices de diversidade variaram de 0,1156 (ljaci,
MG) a 0,3486 (Vigosa, MG). Estes valores, quando comparados aos relatados na
literatura, para P. griseola, podem ser considerados altos. Esta diversidade pode
ser explicada pelo amplo espectro de patogenicidade dos isolados
mesoamericanos, 0s quais sdo capazes de infectar tanto as -cultivares
mesoamericanas quanto as andinas. Foi possivel visualizar, neste trabalho,
indices de diversidade superiores ao obtidos por Wagara et al. (2004). Estes
autores, ao estudarem a diversidade genética entre populacfes, mesoamericana,
andina e afro-andina, de P. griseola, obtiveram os indices de diversidade: 0,231,
0,169 e 0,188, respectivamente. Silva (2004) estimou o indice de diversidade
para o fungo Colletotrichum lindemuthianum e observou que, para o estado de
Minas Gerais, ele foi de 0,1894. Em média, este valor é inferior ao observado
para o fungo P. griseola.
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TABELA 5 indices de diversidade de Shannon (D), amplitude, média e
variancia das similaridades genéticas para cinco municipios de
coleta de isolados de P. griseola.

Amplitude das Média das Variancias das

Municipios b similaridades  similaridades  similaridades
Damolandia 0,2992 0,4810-0,9333 0,6969 0,0096
ljaci 0,1156 0,4706-0,9932 0,8137 0,0126
Lambari 0,2955 0,3750-0,9400 0,7035 0,0101
Lavras 0,2787 0,3014-0,9933 0,7523 0,0140
Vicosa 0,3486 0,3750-0,8889 0,6690 0,0094

A maior média de similaridade (0,8137) foi observada para ljaci, MG,
indicando que a diversidade é menor neste local e corrobora com os dados de
diversidade de Shannon. Resultado similar foi observado para Vigosa, MG em
que a maior diversidade entre os isolados refletiu diretamente na menor média
de similaridade (0,6690). Os resultados observados para média de similaridade e
o0 indice de Shannon indicam uma correlagdo negativa, alta e significativa (r = -
0,9487), demonstrando que, quanto menor a média da similaridade, maior sera a
diversidade genética. Resultado similar foi observado por Silva (2004), o qual
relatou uma correlacéo de -0,89, entre a média das similaridades e o indice de
diversidade.

Embora a amplitude e a variancia das similaridades genéticas tenham
sido maiores para 0 municipio de Lavras, MG, isto ndo refletiu diretamente na
ampliacdo da diversidade genética, indicando que muitos isolados estdo muito
préximos geneticamente.

Na Tabela 6 sdo apresentadas algumas estatisticas descritivas estimadas
por populacdo (municipio). A maior porcentagem de locos polimorficos foi
observada para o municipio de Lavras, enquanto a menor foi observada para o

municipio de ljaci.
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TABELA 6 Numero e porcentagem de locos polimorficos e heterozigosidade

esperada.
L N° de locos % de locos Heterozigosidade
Municipios o o

polimoérficos polimorficos esperada
Damoléandia 61 80,26 0,2777
ljaci 48 63,16 0,1447
Lambari 60 78,95 0,3013
Lavras 76 100,00 0,3368
Vigosa 59 77,63 0,3741
Média 60,80 80,00 0,2869

A heterozigosidade esperada foi maior no municipio de Vigosa e menor
no municipio de ljaci. A maior estimativa da heterozigosidade para Vicosa deve
ser observada com cautela, visto que apenas quatro isolados foram amostrados.
Em média, 80,00% dos locos foram polimorficos e, considerando que todos os
isolados deste estudo sdo de origem mesoamericana, pode-se fazer uma
comparagdo com os estudos realizados na Africa por Wagara et al. (2004b), os
quais identificaram maior percentual de locos polimérficos (91,6%) para
isolados de origem mesoamericana.

A diversidade genética de Nei (1973) foi decomposta e verificou-se que
a diversidade total entre as popula¢bes (municipios) foi de 0,3535 (Hy),
indicando que 35,35% dos isolados sdo unicos.

Uma anélise da particdo da diversidade genética, para todos os 76 locos
polimérficos, apresentou uma moderada diferenciacdo genética entre as
populacBes estudadas (Gsr = 0,1979). Isso indica que, em média, 19,79% da
variacdo genética observada neste estudo foi devido a diferenciacdo entre as
populacdes, enquanto que 80,21% foi devido a variacdo dentro das populagdes.

Wagara et al. (2004) subdividiram as populacfes de acordo com sua viruléncia e
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obtiveram estimativas similares, verificando que, entre os isolados estudados,
21,6% eram Unicos e 9,3% da variacdo observada foi devido a diferencas entre
as trés populagdes estudadas, quando comparada a 90,7% da variacdo dentro das

populacdes.

3.4 Andlise de variancia molecular

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada para verificar a
ocorréncia de variacdo genética. Na Tabela 7 encontra-se o resumo da analise de
variancia molecular dos resultados (50000 permutagdes) obtidos a partir de uma
hierarquizacdo feita em locais, em que cada local foi considerada como uma
populacao.

A diferenciacdo genética existente entre os locais amostrados ¢ altamente

significativa (@4 = 0,2249, p < 0,000), estando 22,49% da variagdo genética

contida entre locais e 77,51% da variacdo existente encontra-se dentro dos locais
(Tabela 7). Provavelmente, a maior parte da variacdo entre locais deve ter sido
provocada pela presenca dos isolados do municipio de Damolandia, GO, visto
que este local é distante geograficamente e dos outros municipios do estado de
Minas Gerais e ndo ha troca de materiais entre esses locais. Percebe-se que estes
resultados corroboram com os obtidos neste trabalho, quando foi realizada a
particdo da diversidade de Nei (1973), nos quais foi observada uma maior
variacdo dentro (80,21%), em detrimento da variacdo entre (19,79%). Estes
resultados s&o similares aos apresentados por Mahuku et al. (2002a), os quais
verificaram que a maior parte da diversidade (81%) resultou de diferencas
existentes dentro de populagdes e 19% de diferencas entre populaces.

Wagara et al. (2004) verificaram um baixo nivel de diferenciacdo
genética entre populacdes. Em média, 90,7% da variacdo genética foi devido a

diferencas dentro das populacdes e apenas 9,3% da variacdo foi devido a
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TABELA 7 Resumo da analise de variancia molecular para cinco locais de
ocorréncia do fungo (P. griseola), analisados por marcadores

RAPD.
F.V. GL SQ Comp. de variancia % Total @ P
Entre locais 4 206,593 3,2463 22,49  0,2249 0,000
Dentro de locais 65 727,079 11,1858 77,51
Total 69 933,672 14,4321 100,00

diferencas entre populagdes. Estes autores ressaltaram que uma possivel
ocorréncia de recombinacdo parassexual pode ter proporcionado um aumento na
diversidade dentro das populacdes.

Resultado aparentemente divergente foi observado por Stenglein &
Balatti (2006) que, ao estudarem populacdes de isolados de P. griseola de
origem andina e mesoamericana, verificaram que a maior parte da variagdo
resultou de diferencas genéticas entre grupos (79,68%) em contraposicdo a
20,32% de diferenca dentro do grupo. Os resultados de Stenglein & Balatti
(2006) séo esperados, pois, ao agrupar os isolados em seus conjuntos génicos,
torna-se evidente que as diferencas entre eles serdo maiores que as diferencgas
dentro, devido & gama de hospedeiros que cada grupo tem a capacidade de
infectar.

Estudo realizado com o patossistema C. lindemuthianum-P. vulgaris por
Silva et al. (2007), no estado de Minas Gerais, mostrou que apenas 3,94% da
variacdo estava contida entre as sub-regides (Sul de Minas Gerais, Alto do
Paranaiba e Zona da Mata) e 96,06% da variacdo esta contida dentro das sub-
regides. Os autores ressaltaram a possibilidade do livre intercdmbio de sementes
entre as sub-regides, e que pode ter contribuido substancialmente para o

incremento da variabilidade dentro em detrimento da variabilidade entre sub-
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regides.

Fica, portanto, evidenciado que existe grande variacdo entre os isolados
dentro de locais, o que fornece subsidios aos trabalhos que ressaltam o grande
potencial deste fungo em gerar variabilidade.

Para entender melhor a estrutura populacional deste patégeno, foi

realizada uma comparacao par a par dos 76 locos polimdrficos estudados, para
trés populacdes diferentes (Tabela 8). O maior e menor desequilibrio gamético
foi detectado para as populag@es coletadas no municipio de Lavras nas safras do
inverno e da seca, na qual foram obtidos 2.175 (76,32%) e 1.658 (58,18%),
respectivamente, valores de desequilibrio gamético significativamente diferente
de zero (teste de Fisher, P<0,05). O nimero de combinacdes dos locos foi de
76(76-1)/2 = 2850. Portanto, existe desequilibrio de ligacdo nas populagdes de
P. griseola estudada, mostrando que este fungo mantém uma estrutura genética
que é consistente com a reproducdo assexual (McDonald et al., 1994). Estes
resultados déo suporte a observacdo da auséncia de reproducdo sexual em P.
griseola. Segundo McDonald et al. (1994), o desequilibrio gamético pode surgir
do efeito do fundador, pressdo de selecdo e cruzamentos ndo aleatérios,
incluindo reproducéo assexual. Devido ao pequeno tamanho das amostras, estes
resultados devem ser interpretados com cautela.
Estes dados estdo de acordo com os resultados apresentados por Mahuku et al.
(2002a). Utilizando populacbes de origem andina e mesoamericana, estes
autores obtiveram 81% dos valores de desequilibrio significativamente diferente
de zero, revelando que as populacdes de P. griseola reproduzem-se
assexuadamente. O conhecimento da biologia de P. griseola indica que a
reprodugdo assexual é o principal mecanismo de reproducdo (Liebenberg &
Pretorius, 1997).
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TABELA 8 Locais e safras de coleta dos isolados de P. griseola e desequilibrio
gamético para os 76 locos polimérficos estudados.

Locais Safra/Ano N° de individuos  Desequilibrio
ljaci Seca/2005 14 62,44%
Lavras Inverno/2005 13 76,32%

Seca/2005 18 58,18%

Uma questdo importante a ser levantada é: qual a origem desta
diversidade? Para um patégeno sem um ciclo sexual conhecido (Liebenberg &
Pretorius, 1997), a diversidade ndo pode ser explicada pela recombinacdo
sexual. McDonald & Linde (2002) propuseram a existéncia de cinco forcas
evolutivas: mutagdo, deriva genética, fluxo génico, reproducdo e selecdo.
Mutacdes pontuais, como aberracfes cromossdmicas (delegdes, translocagdes e
perdas cromossdmicas) (Klister & Miao, 1992) e a presenca de transposons
(Kempken & Kiick, 1998), podem incrementar a variabilidade patogénica.
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4 CONCLUSOES

Marcadores RAPD identificaram, eficientemente, elevada variabilidade
entre os isolados estudados.

Foi constado que o fungo P. griseola mantém uma estrutura consistente
com a reproducdo assexual, visto que a maior parte da variacdo ocorre dentro

das populagdes e as populagdes estdo em desequilibrio de ligagao.
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CAPITULO 4

GRUPOS DE ANASTOMOSE ENTRE ISOLADOS DE

Phaeoisariopsis griseola
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RESUMO

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Grupos de anastomose entre isolados
de Phaeoisariopsis griseola. 2007. p. 112-130. Tese (Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O fungo Phaeoisariopsis griseola é o agente causal da mancha-angular do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), a qual pode provocar perdas de até 80% na
producdo. A estratégia de controle mais eficiente é o emprego da resisténcia
genética. O sucesso do desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha-
angular depende do entendimento dos niveis de variabilidade das populagdes do
patégeno. Tradicionalmente, a elevada variagdo genética e patogénica
apresentada pelo fungo P. griseola tem sido detectada pela utilizacdo do
conjunto de cultivares diferenciadoras e por meio de marcadores moleculares.
Existe, portanto, uma necessidade de explicar a ampla variacdo genética e
patogénica. A parassexualidade tem sido relatada como um dos mecanismos
utilizados por fungos que apresentam reproducdo assexual e para que ocorra é
necessaria a formacao de anostomoses entre hifas. A ocorréncia de anastomose
entre hifas pode ser utilizada como um carater para a realizacdo de estudos
populacionais. O objetivo deste trabalho foi identificar a variagdo entre isolados
do fungo P. griseola coletados no estado de Minas Gerais por meio de grupos de
anastomoses. Observou-se a ocorréncia de pontes de anastomose em forma de
H. Todos os isolados formaram anastomose, porém, trés isolados apresentaram
85% de compatibilidade, ou seja, foram compativeis com 17 isolados. Este é o
primeiro relato da ocorréncia de anastomose entre hifas para o fungo P. griseola.
As estimativas de similaridade para os dados de anastomose variaram de 0,15 a
0,85, evidenciando elevada capacidade de variacdo para o carater em questao.
Foi observada a formacdo de 16 grupos. Exceto o grupo que foi formado pelos
isolados Pg 01, Pg 02, Pg 07, Pg 08 e Pg 12, todos 0s outros grupos eram
constituidos por apenas um isolado dentro de cada grupo. Isolados pertencentes
a grupos diferentes podem apresentar formacao de anastomose entre hifas. Foi
constatada elevada variabilidade para a ocorréncia de anastomoses entre hifas e
a auséncia de agrupamento entre os isolados para a formacdo de anastomose
demonstra a existéncia de variabilidade genética para os locos envolvidos com o
controle deste carater.

*Qrientadora: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI
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ABSTRACT

SILVA, Kaesel Jackson Damasceno e. Anastomosis group among
Phaeoisariopsis griseola isolates. 2007. p. 112-130. Thesis (Plant Genetics and
Breeding Program) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.*

The fungus Phaeoisariopsis griseola is the causal agent of angular leaf spot, a
disease of common bean (Phaseolus vulgaris L.). Yield losses can be as high as
80%. Breeding for disease resistance is the most effective strategy to control the
bean angular leaf spot disease. The successful development of angular leaf spot-
resistant cultivars depends on understanding the levels of variability among
populations of the pathogen. Traditionally, the high pathogenic and genetic
variation has been evaluated by differential cultivars and molecular markers.
There is a need to explain the wide pathogenic and genetic variability. The
parasexuality has been presented as a mechanism used by assexual fungi and for
its ocurrence it is needed the formation of anastomosis among hyphae. The
anastomosis occurrence among hyphae can be taken into consideration as a trait
for population studies. The aim of this work was to identify the variation among
isolates of P. griseola fungus collected in Minas Gerais state, Brazil, by anastomosis
groups. Anastomosis bridges were observed in H form. Anastomosis were observed
for all the isolates, however three isolates presented 85% of compatibility, in other
words, were compatible with 17 isolates. This is the first report of the anastomosis
occurrence among hyphae for the P. griseola fungus. The similarity estimates for
the anastomosis data varied from 0.15 to 0.85, evidencing high variability.
Sixteen anastomosis groups were observed. All the groups were formed for a
single isolate, except, one group that formed by Pg 01, Pg 02, Pg 07, Pg 08 and
Pg 12 isolates. Isolates from different groups can present anastomosis among
hyphae. High variability for anastomosis occurrence among hyphae and ausent
clustering among isolates for formation of anastomosis among hyphae
demonstrating the existence of genetic variability for loci envolved with control
this trait.

*Advisor: Elaine Aparecida de Souza — UFLA/DBI
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1 INTRODUCAO

A macha-angular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) é uma doenca
causada pelo fungo Phaeoisariopsis griseola, considerada uma das mais
importantes em condicBes tropicais e subtropicais. As perdas na producdo
provocadas por esta doenga podem chegar a 80%, dependendo das condicGes
ambientais, da suscetibilidade das cultivares e do estadio de desenvolvimento da
cultura (Mahuku et al., 2002a).

Vérias estratégias de controle tém sido propostas para este patégeno. No
entanto, a estratégia mais comumente usada é o emprego da resisténcia genética.
O sucesso do desenvolvimento de cultivares resistentes a mancha-angular
depende do entendimento dos niveis de variabilidade das populacbes do
patdgeno. Tradicionalmente, a variacdo tem sido avaliada pela determinacdo do
padrdo de infeccdo dos isolados sobre um conjunto de cultivares diferenciadoras.
A adocgdo de um sistema de nomenclatura padréo (Pastor-Corrales & Jara, 1995)
permitiu uma comparacdo consistente dos dados obtidos por diferentes
pesquisadores. No Brasil, mais de 50 pat6tipos ja foram identificados (Sartorato
& Alzate-Marin, 2004), o que reflete o alto nivel de variabilidade que tem sido
observado para este patégeno.

A variabilidade genética tem sido avaliada por meio de marcadores
moleculares, indicando que a variabilidade genética é muito maior que a
variabilidade patogénica entre isolados (Busogoro et al., 1999; Nietsche et al.,
2001; Mahuku et al., 2002a; Sartorato, 2004; Stenglein & Balatti, 2006). Os
mecanismos responsaveis pela producdo de tdo alto nivel de variabilidade neste
fungo néo tém sido estudados. Busogoro et al. (1999) sugeriram a ocorréncia de
migracdo entre isolados de uma regido para outra. Ja Mahuku et al. (2002a)

propuseram a ocorréncia de selecdo seguida de mutagdo em um loco especifico.
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A formacdo de anastomoses entre hifas pode ser mais um caréter a ser
levado em consideracdo em estudos de estrutura populacional do patégeno,
fortalecendo as conclusdes a respeito da variabilidade do patégeno e propiciando
melhores informacfes sobre como manusear a populacdo hospedeira. A
anastomose é a fusdo entre hifas, podendo ser de dois tipos: em forma de H e
adjacente. As anastomoses sdo importantes para a comunicagdo intra-hifas e
homeostase da coldnia, durante o crescimento e reproducgéo (Saupe, 2000), além
de permitir a troca de material citoplasmatico e genético (Roca, 2004).

A formacdo de anastomoses entre hifas é o primeiro passo para que
ocorra a heterocariose e, conseqlientemente, a recombinacdo parassexual.
Segundo Hastie (1981), o ciclo parassexual é um mecanismo potencial para a
recombinacdo genética em fungos, o que pode levar ao incremento da
variabilidade genética.

Alguns mecanismos genéticos atuam, impedindo a formacdo do
heterocario (Glass et al., 2000). S8o0 necessarias quatro etapas diferentes na
reacdo de incompatibilidade do heterocario (Leslie & Zeller, 1996): i) pré-fusdo
— estd sob o controle de genes hsi, que estariam envolvidos na producdo do
feroménio e receptores; ii) fusdo — é controlada por genes het; iii) pds-fusdo —
ocorre uma cascata de reacdes desde o ndo-auto-reconhecimento até a morte
celular, devendo ser influenciada por diversos genes, entre eles os genes
supressores (sup), que modificam o sinal e, finalmente, genes apoptéticos levam
a morte celular.

No patossistema Phaeoisariosis griseoala-Phaseolus vulgaris, nenhum
relato sobre a ocorréncia de grupos de anastomoses foi documentado ou
registrado. No entanto, alguns estudos tém sido realizados para o fungo
Colletotrichum lindemuthianum, sendo que varios grupos de anastomoses foram
identificados em populagdes naturais de C. lindemuthianum (Rodriguez-Guerra
et al., 2003). Segundo estes autores, a ocorréncia de anastomoses pode ser um
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mecanismo importante que pode levar a formacdo de diferentes linhagens
clonais de C. lindemuthianum. Ishikawa (2004) verificou que isolados de C.
lindemuthianum geneticamente diferentes tém a capacidade de formar
anastomose entre si, podendo contribuir para a ampliacdo da variabilidade
genética.

O objetivo deste trabalho foi identificar a variacdo entre isolados do
fungo P. griseola coletados no estado de Minas Gerais, por meio de grupos de

anastomoses.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados de Phaeoisariopsis griseola

Foram utilizados 20 isolados de P. griseola (Tabela 1) coletados no
estado de Minas Gerais e pertencentes a micoteca do Laboratério de Resisténcia

de Plantas a Doencas do Departamento de Biologia da UFLA.

2.2 Anastomoses entre hifas

Os confrontos entre os isolados (Tabela 1) foram realizados de acordo
com a metodologia descrita por Rodriguez-Guerra et al. (2003), com
modificacBes. No interior de uma placa de Petri esterilizada, foi colocada uma
lamina estéril, sobre a qual foi adicionada uma fina camada de meio M3
(Junqueira et al., 1984). Sobre o meio foram colocados dois discos de micélio
com, aproximadamente 5mm de didmetro, um de cada isolado, a uma distancia
de 5mm. Cada confronto foi repetido duas vezes, totalizando 420 confrontos.

Posteriormente, as placas foram mantidas em incubadora BOD, a +22°C
por, aproximadamente, 15 dias. Apos este periodo, a 1amina foi retirada da placa
e os fragmentos removidos. A lamina contendo somente as hifas foi corada com
corante vital azul tripan-glicerina-4cido latico e coberta com uma laminula e
visualizada em microscopio de luz. A ocorréncia de anastomose foi confirmada
pela localizagdo visual da origem das células com anastomose. Anastomoses
foram classificadas como positivas (reagdo compativel) quando a fusdo de hifas
de ambos os isolados foi observada e ambos os isolados foram considerados

Ccomo pertencentes a0 mesmo grupo de anastomose.
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TABELA 1 Descricdo dos isolados, cultivares hospedeiras, municipio/estado de

origem e patdtipo dos isolados de P. griseola.

Isolados Cultivar Municipio — Estado  Patétipo
Pg-01 Cv-13 ljaci - MG 63-47
Pg - 02 CVv-78 ljaci - MG 63-15
Pg-03 ESAL 507 ljaci - MG 63-47
Pg-07 LH-10 ljaci - MG 63-55
Pg-08 Cl - 257 ljaci - MG 63-15
Pg-12 RC-1-3 ljaci - MG 63-23
Pg-16 - ljaci - MG 63-31
Pg-19 - Lavras - MG 63-47
Pg-24 RCY Lavras - MG 63-63
Pg-35 RC Lavras - MG 63-63
Pg-41 Mulatinho Vagem roxa Lavras - MG 63-31
Pg-45 Talisma Lavras - MG 63-63
Pg — 46 Talismd Lavras - MG 63-63
Pg - 48 Talisma ljaci - MG 63-63
Pg - 52 CNFC 10453 Lambari - MG 63-47
Pg - 53 Roxo 90 Lambari - MG 63-63
Pg-54 MN 3420 Lambari - MG -
Pg-55 A-95 Lavras - MG -
Pg - 63 Carioca MG Lambari - MG -
Pg - 65 RC Lavras - MG -

Y'RC: Progénies oriundas do programa de selecdo recorrente para resisténcia a

mancha-angular.

2.3 Andlises estatisticas

Foi construida uma matriz de 0’s e 1’s com os dados de compatibilidade,
considerando O para as reagfes de incompatibilidade e 1 para as reacdes
compativeis. Para estimativa da similaridade, foi utilizado o coeficiente de
Russel & Rao (1940), por meio da seguinte expressao:

a

sq. = ———
9 a+b+c+d
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As andlises de similaridade genética foram realizadas por meio do
programa NTSYS-pc 2.1 (Rohlf, 2000). A matriz de similaridade genética
gerada foi, entdo, usada para produzir um dendrograma, pelo método da média
das similaridades (UPGMA).

Os erros associados a cada similaridade foram estimados de acordo com

a seguinte expressao modificada de Skroch et al. (1992):

~ . . 1 - Sg ij
Erro padréo estimado: (S,) = /S0 ]
n —

néasomade a, b ecedparacada par de isolados.

em que:

Os isolados geneticamente diferentes foram identificados no
dendrograma, a partir da estimativa de valor maximo significativo de
similaridade (sgm). O sgn foi estimado por meio do teste de t, utilizando-se a

seguinte expressdo:

em que:
t: é o valor tabelado da distibuicdo t de Student, a 1% de probabilidade, com n-2

graus de liberdade;

S, - 0 erro médio das comparagdes consideradas no dendrograma.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises das anastomoses

Todos os isolados evidenciaram sua capacidade de formar anastomose.
Percebe-se, na Figura 1, a ocorréncia de pontes de anastomose em forma de H.
Os isolados Pg-02, Pg-07 e Pg-08 coletados no municipio de ljaci, MG, na
mesma safra, mas sobre gendtipos diferentes apresentaram maior percentual
(85,0%) de reagdes compativeis em relagdo aos demais isolados (Tabela 2). Este
é o primeiro relato da ocorréncia de anastomose entre hifas para o fungo P.
griseola. Ishikawa (2006) estudou treze isolados de C. lindemuthianum e
observou que um isolado (LV 61) apresentou 100% de compatibilidade com os
outros isolados estudados. Observou-se que as reagfes foram diferentes quando
se compararam estes isolados, o que indica que, provavelmente, eles
apresentaram genotipos diferentes para os locos envolvidos no controle deste
caréater.

O isolado Pg-48, também coletado no municipio de ljaci, MG,
apresentou menor percentual (45,0%) de formacdo de anastomose com 0s outros
isolados. Saupe (2000) relata que interagdes incompativeis podem ocorrer
freqlientemente entre isolados de uma mesma populacdo ou de populacdes
distintas. Esta incompatibilidade pode estar relacionada a um sistema de
autodefesa (Glass et al., 2000).
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B
FIGURA 1 Anastomoses em H entre hifas dos isolados Pg-01 e Pg-08 (A) e Pg-
16 e Pg-52(B).

A fusdo de hifas pode levar a formacdo do heterocério e gerar a variagao
dentro da populacdo do patdégeno. A ocorréncia de anastomoses entre hifas é o
primeiro passo para a ocorréncia de ciclo parassexual. Segundo Hastie (1981), o
ciclo parassexual ¢ um mecanismo potencial para a recombinacdo genética em
fungos, o que pode levar ao incremento da variabilidade genética.

As estimativas de similaridade variaram de 0,15 a 0,85. Na Figura 2 esta
apresentado o dendrograma e o valor maximo significativo de similaridade
(sgm), @ 1% de probabilidade, foi de 0,69. Constatou-se que foram formados 16
grupos e verificou-se que apenas cinco isolados (Pg-01, Pg-02, Pg-07, Pg-08 e
Pg-12) situam-se abaixo da linha de corte, os quais formam somente um grupo.
Cada um dos 15 isolados remanescentes foi agrupado isoladamente.

O elevado numero de grupos de anastomose entre os isolados analisados
corrobora com os resultados obtidos por Rodriguez-Guerra et al. (2003) que
observaram baixa variabilidade entre os isolados estudados, porém constataram
uma grande variagdo no numero de grupos de anastomose.
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TABELA 2 Reac¢des de compatibilidade (anastomoses entre hifas) entre os isolados e proporcédo de reaces compativeis
(%) para cada isolado.

ect

lsolados P9 P9 P9 Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg Pg
01 02 03 07 08 12 16 19 24 35 41 45 46 48 52 53 54 55 63 65
Pg-01 + + - + 4+ + + - 4+ + + + - + - + - + + + 750
Pg-02 + - + + + + + + + + + - + - + + + + + 850
Pg-03 + + + - -+ + 4+ + + + - + + + + + + 750
Pg-07 + + + + - + + + 4+ + + - 4+ + + - + 85,0
Pg-08 + + 4+ - + + + + - + + + o+ - + + 850
Pg-12 + 4+ - + - + + + o+ - + + + + + 800
Pg-16 + 4+ - + - - + - + - - + 4+ - 60,0
Pg-19 + + + + + + - - -+ + - + 600
Pg-24 + - + + 4+ - + - + + 4+ - 75,0
Pg-35 + + - + + + - + + + + 80,0
Pg-41 + - + - + + + + 4+ - 80,0
Pg-45 + + - + - + - + 4+ 700
Pg-46 + + + + - + - + 750
Pg-48 + - - -+ - - 450
Pg-52 + + + - + + 650
Pg-53 + - -+ - 550
Pg-54 + -+ - 650
Pg-55 + + + 750
Pg-63 + + 80,0
Pg-65 + 70,0

+ compativel; - incompativel.
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FIGURA 2 Dendrograma de similaridade para a formacdo de anastomoses entre

0s 20 isolados de P. griseola.

O isolado Pg-48 também foi o que apresentou menor coeficiente de
similaridade, reafirmando os resultados ja obtidos quanto ao percentual de
reacbes compativeis. Assim, como para o0 carater patogenicidade elevada
variabilidade para o carater formacdo de anastomose foi constatada entre os
isolados de P. griseola estudados, embora ndo haja correlacdo entre estes
caracteres.

No patossistema Colletotrichum lindemuthianum-Phaseolus vulgaris a
ocorréncia de anastomose foi reportada, pela primeira vez, em 2003, por
Rodriguez-Guerra e colaboradores. Varios grupos de anastomoses foram

identificados em populagdes naturais de C. lindemuthianum (Rodriguez-Guerra
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et al., 2003). Segundo estes autores a anastomose pode ser um mecanismo
importante para a formacdo de diferentes linhagens clonais de C.
lindemuthianum.

E necessario ressaltar que, embora a maioria dos isolados n&o tenha sido
agrupada, isso ndo limita a formagao de pontes de anastomose de isolados de um
grupo com os demais. Por exemplo, o isolado Pg-48, embora tenha apresentado
menor similaridade, é compativel com outros oito isolados (Tabela 2),
evidenciando a capacidade de troca de informacBes com outros isolados.
Rodriguez-Guerra et al. (2003) verificaram que um isolado é capaz de formar
anastomoses com isolados de diferentes grupos de anastomoses, sendo
considerado como um isolado “ponte”, permitindo a troca de informacdes
genéticas entre dois grupos (Ebihara et al., 1999).

Saupe (2000) cita que o confronto entre isolados de uma mesma
populacdo ou de populacdes distintas resulta, frequientemente, em interagdes de
incompatibilidade. A incompatibilidade seria um mecanismo de auto-defesa em
fungos filamentosos, para limitar a passagem de elementos infecciosos, prevenir
a exploracdo por nudcleos mal adaptados e ou prevenir que recursos sejam
retirados durante a reproducdo sexual (Glass et al., 2000).

Espera-se que a separacdo das populagdes em grupos de anastomose
possa limitar a variacdo, embora isolados dentro de um mesmo grupo de
anastomose possam proporcionar ampliacdo da variacdo genética (Rodriguez-
Guerra et al., 2003).

A etapa denominada de pré-fusdo consiste na fusdo das hifas e posterior
formagdo do heterocério. Esta etapa esta sob o controle dos genes hsi (auto-
incompatibilidade do heterocério), genes het (fusdo), dos genes sup
(supressores) e dos genes apoptdticos, que levam a morte celular (Leslie &

Zeller, 1996). Percebe-se, entdo, que o simples fato da ocorréncia de anastomose
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ndo implica na formacdo do heterocario e também da formacdo de grupo de
compatibilidade vegetativa.

Associada ao ndo conhecimento da reproducdo sexuada no fungo P.
griseola (Liebenberg & Pretorius, 1997; Stenglein et al., 2003), a ocorréncia de
grupos de anastomose distintos em um mesmo local sugere que as variacdes
encontradas podem ser devidas a mutagdes ou, possivelmente, a recombinacgéo

parassexual.
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4 CONCLUSOES

Foi constatada elevada variabilidade entre os isolados para a ocorréncia
de anastomoses entre hifas.

A auséncia de agrupamentos entre os isolados para a formacdo de
anastomose demonstra a existéncia de variabilidade genética para os locos

envolvidos com o controle deste carater.
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(Isol.) de P. griseola.

TABELA 1A Matriz de 1 e 0 obtida pelos padrdes de bandas dos 70 isolados
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TABELA 2A Matriz de similaridades genéticas obtidas pelo coeficiente de Nei
e Li para 70 isolados (Isol.) de P. griseola.

Similaridades genéticas

Isol. Mig-1g- 1g- 1g- lg- lg- 1g- 1g- Ig- lg- 1g-
792 799 802 806 803 809 822 828 854 860 865

lg-792| 1,000 0925 0,831 0,714 0,846 0,681 0,882 0,742 0,825 0,594 0,847
lg-799 0925 1,000 0,853 0,729 0,868 0,696 0,857 0,758 0,846 0,566 0,867
lg-802| 0831 0853 1,000 0,667 0,904 0,674 0,795 0,717 0,800 0,521 0,900
lg-806| 0,714 0,729 0,667 1,000 0,723 0,782 0,771 0,796 0,771 0,752 0,713
lg-808| 0846 0,868 0,904 0,723 1,000 0,689 0,787 0,731 0,842 0,536 0,889
lg-809| 0681 0,69 0,674 0,782 0,689 1,000 0,686 0,789 0,783 0,673 0,742
lg-8220882 0857 0,795 0,771 0,787 0,686 1,000 0,833 0,769 0,732 0,854
lg-828| 0,742 0,758 0,717 0,796 0,731 0,789 0,833 1,000 0,758 0,741 0,780
lg-854 0825 0846 0,800 0,771 0,842 0,783 0,769 0,758 1,000 0,566 0,843
lg-860| 0594 0566 0,521 0,752 0,536 0,673 0,732 0,741 0,566 1,000 0,596
lg-865| 0,847 0,867 0,900 0,713 0,889 0,742 0,854 0,780 0,843 0,596 1,000
lg-868| 0835 0,883 0,838 0,758 0,933 0,703 0,800 0,745 0,857 0,551 0,878
Pg-01 0,703 0,679 0,660 0,835 0,673 0,829 0,770 0,810 0,697 0,846 0,737
Pg-02 | 0,714 0,691 0,654 0,844 0,667 0,806 0,813 0,803 0,691 0,840 0,748
Pg-03 | 0,709 0,685 0,667 0,841 0,679 0,820 0,777 0,800 0,704 0,837 0,743
Pg-04 | 0685 0,661 0,642 0819 0636 0,780 0,803 0,794 0,661 0,862 0,737
Pg-05| 0678 0,655 0,636 0,855 0,649 0,819 0,794 0,846 0,673 0,881 0,712
Pg-06 | 0,690 0,667 0,648 0,853 0,661 0,816 0,806 0,844 0,685 0,864 0,724
Pg-07 | 0,679 0,692 0,635 0,848 0,629 0,777 0,767 0,774 0,654 0,828 0,714
Pg-08 | 0,575 0,565 0,561 0,718 0,578 0,626 0,653 0,667 0,588 0,717 0,578
Pg-09 | 0,667 0,643 0,624 0,846 0,636 0,794 0,784 0,837 0,661 0,887 0,701
Pg-10| 0,678 0,655 0,618 0,840 0631 0,803 0,794 0,831 0,655 0,881 0,712
Pg-12 | 0,685 0,624 0,604 0835 0,636 0,764 0,770 0,794 0,642 0,846 0,684
Pg-15) 0,719 0,69 0,624 0,846 0,655 0,825 0,800 0,822 0,696 0,857 0,718
Pg-16 | 0,702 0,679 0,624 0,862 0,655 0,810 0,800 0,837 0,679 0,857 0,718
Pg-17 | 0,642 0,636 0,577 0,848 0,629 0,760 0,750 0,806 0,654 0,844 0,661
Pg-19 | 0,635 0,647 0,667 0,817 0660 0,776 0,765 0,824 0,647 0,797 0,729
Pg-20| 0636 0,648 0,588 0,829 0,602 0,773 0,746 0,787 0,648 0,825 0,673
Pg-21 0685 0,661 0,604 0835 0617 0,797 0,787 0,810 0,661 0,862 0,702
Pg-23| 069 0,673 0,636 0,855 0,649 0,819 0,810 0,831 0,690 0,866 0,729
Pg-24 | 0,707 0,684 0,649 0,848 0,661 0,828 0,819 0,840 0,684 0,874 0,739
Pg-250581 0571 0545 0,771 0562 0,705 0,692 0,685 0,571 0,679 0,625
Pg-26 | 0,684 0,679 0,624 0,862 0,655 0,794 0,800 0,853 0,661 0,857 0,718
Pg-27 | 0542 0,553 0,527 0804 0565 0,722 0,673 0,721 0,574 0,713 0,606
Pg-28 | 0642 0,635 0,614 0,836 0,627 0,780 0,752 0,760 0,654 0,800 0,716
Pg-31 0621 0614 0571 0,790 0586 0,713 0,737 0,729 0,614 0,820 0,679
Pg-32 | 0,566 0,557 0,553 0,730 0,589 0,667 0,691 0,719 0,577 0,746 0,627
Pg-33 | 0,639 0,686 0,657 0614 0,706 0,643 0,627 0,621 0,714 0,549 0,667
Pg-34 0575 0,513 0,507 0,604 0,500 0,652 0,615 0,589 0,564 0,687 0,530
Pg-351 0641 0,653 0,612 0824 0626 0,765 0,719 0,746 0,653 0,787 0,698
Pg-41 0588 0,554 0,550 0,614 0,617 0,619 0,646 0,620 0,554 0,654 0,636
Pg-45| 0,686 0,680 0,640 0,810 0,653 0,769 0,776 0,833 0,699 0,790 0,741
Pg-46 | 0,692 0,667 0,627 0,846 0,660 0,773 0,780 0,820 0,705 0,810 0,709
Pg-47 10,686 0,660 0,620 0,826 0,634 0,752 0,776 0,800 0,699 0,790 0,722
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Isol.

Similaridades genéticas

Ig -
792

Ig -
799

Ig -
802

Ig -
806

lg- 1g-
808 809

Ig -
822

Ig -
828

Ig -
854

lg-  1g-
860 865

Pg - 48
Pg - 50
Pg - 51
Pg - 52
Pg-53
Pg - 54
Pg - 55
Pg - 56
Pg - 57
Pg-58
Pg - 59
Pg - 60
Pg-61
Pg - 62
Pg - 63
Pg - 64
Pg - 65
Pg - 67
Pg - 68
Pg - 69
Pg-70
Pg-71
Pg-72
Pg-73
Pg-74
Pg-75

0,621
0,557
0,550
0,688
0,602
0,584
0,568
0,667
0,624
0,673
0,705
0,659
0,680
0,635
0,648
0,627
0,506
0,622
0,629
0,660
0,554
0,537
0,619
0,889
0,652
0,614

0,614
0,545
0,487
0,637
0,568
0,552
0,532
0,641
0,617
0,648
0,699
0,628
0,653
0,608
0,583
0,600
0,519
0,614
0,621
0,632
0,568
0,550
0,611
0,861
0,598
0,606

0,592
0,541
0,507
0,636
0,538
0,524
0,526
0,620
0,615
0,610
0,700
0,578
0,694
0,626
0,600
0,598
0,487
0,588
0,595
0,587
0,590
0,494
0,587
0,789
0,643
0,604

0,807
0,632
0,646
0,734
0,707
0,724
0,639
0,777
0,816
0,857
0,843
0,788
0,790
0,800
0,793
0,780
0,646
0,736
0,724
0,779
0,667
0,673
0,796
0,722
0,724
0,821

0,606 0,748
0,587 0,615
0,553 0,500
0,674 0,667
0,582 0,568
0,588 0,614
0,571 0,581
0,614 0,769
0,610 0,777
0,660 0,787
0,733 0,803
0,643 0,740
0,687 0,783
0,640 0,793
0,614 0,752
0,592 0,772
0,481 0,568
0,605 0,745
0,612 0,673
0,581 0,752
0,557 0,611
0,538 0,574
0,581 0,734
0,831 0,710
0,659 0,653
0,619 0,814

0,737
0,600
0,549
0,712
0,596
0,600
0,543
0,741
0,750
0,760
0,793
0,667
0,754
0,730
0,741
0,726
0,638
0,693
0,680
0,759
0,681
0,667
0,741
0,804
0,680
0,732

0,763
0,596
0,547
0,667
0,592
0,635
0,625
0,800
0,823
0,832
0,817
0,738
0,780
0,790
0,783
0,769
0,633
0,724
0,673
0,786
0,633
0,639
0,786
0,771
0,654
0,776

0,653
0,597
0,513
0,637
0,568
0,529
0,532
0,660
0,636
0,667
0,718
0,651
0,673
0,647
0,621
0,620
0,494
0,614
0,575
0,632
0,543
0,500
0,653
0,861
0,644
0,646

0,803 0,679
0,592 0,634
0,626 0,530
0,696 0,688
0,608 0,558
0,685 0,543
0,580 0,500
0,887 0,685
0,859 0,696
0,868 0,690
0,823 0,778
0,654 0,615
0,803 0,755
0,813 0,692
0,806 0,667
0,810 0,667
0,667 0,558
0,679 0,688
0,648 0,652
0,776 0,640
0,706 0,605
0,693 0,565
0,793 0,640
0,620 0,810
0,685 0,674
0,783 0,654
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Isol.

Similaridades genéticas

Ig -
868

Pg -
01

Pg -
02

Pg -
03

Pg- Pg-
04 05

Pg -
06

Pg -
07

Pg -
08

Pg- Pg-
09 10

Ig-792
Ig - 799
Ig - 802
Ig - 806
Ig - 808
Ig - 809
Ig - 822
Ig - 828
Ig - 854
Ig - 860
Ig - 865
lg - 868
Pg-01
Pg - 02
Pg - 03
Pg - 04
Pg - 05
Pg - 06
Pg - 07
Pg-08
Pg- 09
Pg-10
Pg-12
Pg- 15
Pg - 16
Pg - 17
Pg-19
Pg-20
Pg-21
Pg - 23
Pg-24
Pg- 25
Pg - 26
Pg - 27
Pg-28
Pg-31
Pg - 32
Pg-33
Pg - 34
Pg- 35
Pg-41
Pg - 45
Pg - 46
Pg - 47
Pg - 48

0,835
0,883
0,838
0,758
0,933
0,703
0,800
0,745
0,857
0,551
0,878
1,000
0,685
0,679
0,692
0,648
0,661
0,673
0,660
0,548
0,649
0,643
0,630
0,685
0,667
0,642
0,673
0,635
0,648
0,661
0,673
0,600
0,685
0,581
0,641
0,600
0,583
0,696
0,519
0,640
0,585
0,667
0,673
0,647
0,640

0,703
0,679
0,660
0,835
0,673
0,829
0,770
0,810
0,697
0,846
0,737
0,685
1,000
0,950
0,993
0,929
0,972
0,958
0,913
0,741
0,951
0,944
0,914
0,951
0,937
0,913
0,872
0,882
0,914
0,958
0,966
0,787
0,937
0,784
0,904
0,879
0,844
0,614
0,661
0,894
0,684
0,866
0,897
0,866
0,894

0,714
0,691
0,654
0,844
0,667
0,806
0,813
0,803
0,691
0,840
0,748
0,679
0,950
1,000
0,957
0,950
0,952
0,951
0,935
0,752
0,944
0,952
0,936
0,958
0,944
0,921
0,866
0,905
0,922
0,966
0,973
0,846
0,944
0,825
0,897
0,872
0,868
0,588
0,673
0,872
0,730
0,889
0,920
0,904
0,887

0,709
0,685
0,667
0,841
0,679
0,820
0,777
0,800
0,704
0,837
0,743
0,692
0,993
0,957
1,000
0,935
0,965
0,965
0,920
0,748
0,944
0,937
0,921
0,944
0,930
0,905
0,864
0,874
0,906
0,951
0,958
0,793
0,930
0,774
0,910
0,885
0,850
0,620
0,667
0,901
0,690
0,857
0,904
0,872
0,901

0,685 0,678
0,661 0,655
0,642 0,636
0,819 0,855
0,636 0,649
0,780 0,819
0,803 0,794
0,794 0,846
0,661 0,673
0,862 0,881
0,737 0,712
0,648 0,661
0,929 0,972
0,950 0,952
0,935 0,965
1,000 0,944
0,944 1,000
0,944 0,986
0,942 0,930
0,724 0,767
0,965 0,980
0,972 0,973
0,929 0,944
0,951 0,966
0,937 0,966
0,899 0,944
0,857 0,905
0,882 0,914
0,914 0,944
0,958 0,973
0,966 0,980
0,803 0,794
0,937 0,966
0,784 0,822
0,904 0,921
0,924 0,897
0,828 0,864
0,574 0,590
0,697 0,690
0,879 0,897
0,737 0,712
0,881 0,899
0,897 0,929
0,896 0,899
0,939 0,897

0,690
0,667
0,648
0,853
0,661
0,816
0,806
0,844
0,685
0,864
0,724
0,673
0,958
0,951
0,965
0,944
0,986
1,000
0,929
0,780
0,966
0,959
0,944
0,952
0,952
0,943
0,904
0,899
0,930
0,959
0,966
0,790
0,952
0,819
0,934
0,910
0,862
0,602
0,703
0,910
0,707
0,897
0,942
0,912
0,910

0,679
0,692
0,635
0,848
0,629
0,777
0,767
0,774
0,654
0,828
0,714
0,660
0,913
0,935
0,920
0,942
0,930
0,929
1,000
0,719
0,936
0,944
0,913
0,936
0,922
0,897
0,855
0,910
0,928
0,930
0,937
0,783
0,936
0,780
0,902
0,892
0,825
0,545
0,692
0,877
0,714
0,864
0,881
0,879
0,892

0,575
0,565
0,561
0,718
0,578
0,626
0,653
0,667
0,588
0,717
0,578
0,548
0,741
0,752
0,748
0,724
0,767
0,780
0,719
1,000
0,739
0,733
0,741
0,739
0,756
0,789
0,716
0,732
0,724
0,750
0,744
0,612
0,756
0,673
0,739
0,722
0,712
0,597
0,471
0,704
0,511
0,745
0,786
0,782
0,704

0,667 0,678
0,643 0,655
0,624 0,618
0,846 0,840
0,636 0,631
0,794 0,803
0,784 0,794
0,837 0,831
0,661 0,655
0,887 0,881
0,701 0,712
0,649 0,643
0,951 0,944
0,944 0,952
0,944 0,937
0,965 0,972
0,980 0,973
0,966 0,959
0,936 0,944
0,739 0,733
1,000 0,993
0,993 1,000
0,937 0,944
0,959 0,966
0,959 0,966
0,936 0,930
0,897 0,891
0,906 0,914
0,937 0,944
0,966 0,973
0,973 0,980
0,800 0,810
0,959 0,966
0,813 0,822
0,899 0,906
0,904 0,912
0,855 0,848
0,577 0,571
0,679 0,673
0,874 0,882
0,735 0,746
0,891 0,899
0,921 0,914
0,891 0,899
0,919 0,912
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Ig -
868

Pg -
01

Pg -
02

Pg -
03

Pg- Pg-
04 05

Pg -
06

Pg -
07

Pg -
08

Pg- Pg-
09 10

Pg - 50
Pg-51
Pg - 52
Pg-53
Pg - 54
Pg - 55
Pg - 56
Pg - 57
Pg-58
Pg - 59
Pg - 60
Pg-61
Pg - 62
Pg - 63
Pg - 64
Pg - 65
Pg - 67
Pg - 68
Pg - 69
Pg-70
Pg-71
Pg-72
Pg-73
Pg-74
Pg - 75

0,579
0,545
0,622
0,575
0,558
0,564
0,627
0,623
0,673
0,745
0,682
0,680
0,634
0,608
0,606
0,500
0,644
0,628
0,638
0,575
0,582
0,596
0,821
0,605
0,633

0,704
0,624
0,754
0,714
0,746
0,673
0,925
0,913
0,921
0,910
0,786
0,894
0,902
0,881
0,870
0,732
0,739
0,763
0,841
0,679
0,703
0,810
0,709
0,729
0,862

0,697
0,673
0,797
0,726
0,790
0,667
0,889
0,906
0,914
0,874
0,729
0,872
0,866
0,874
0,848
0,726
0,733
0,756
0,850
0,673
0,679
0,835
0,703
0,756
0,855

0,710
0,630
0,760
0,721
0,752
0,679
0,917
0,905
0,913
0,902
0,776
0,885
0,894
0,872
0,862
0,721
0,729
0,752
0,848
0,685
0,691
0,816
0,716
0,735
0,853

0,630 0,679
0,679 0,673
0,803 0,794
0,696 0,724
0,746 0,770
0,655 0,702
0,881 0,913
0,928 0,944
0,921 0,951
0,866 0,913
0,701 0,777
0,879 0,897
0,872 0,920
0,881 0,913
0,870 0,904
0,714 0,724
0,739 0,764
0,746 0,754
0,857 0,846
0,732 0,707
0,703 0,713
0,810 0,846
0,673 0,684
0,780 0,770
0,831 0,896

0,691
0,685
0,806
0,737
0,767
0,696
0,897
0,929
0,936
0,912
0,773
0,896
0,919
0,912
0,902
0,719
0,760
0,733
0,859
0,702
0,690
0,859
0,696
0,783
0,894

0,642
0,692
0,783
0,727
0,793
0,704
0,864
0,897
0,891
0,864
0,748
0,846
0,840
0,848
0,853
0,691
0,769
0,724
0,839
0,709
0,661
0,806
0,667
0,759
0,813

0,619
0,635
0,673
0,682
0,660
0,605
0,709
0,737
0,730
0,691
0,559
0,667
0,716
0,709
0,692
0,568
0,589
0,660
0,706
0,545
0,529
0,745
0,581
0,660
0,736

0,649 0,643
0,679 0,673
0,800 0,810
0,713 0,707
0,777 0,770
0,690 0,684
0,920 0,913
0,950 0,944
0,958 0,951
0,905 0,899
0,750 0,744
0,904 0,897
0,912 0,905
0,920 0,913
0,896 0,889
0,713 0,707
0,754 0,764
0,744 0,754
0,868 0,862
0,730 0,724
0,719 0,713
0,837 0,831
0,673 0,667
0,777 0,770
0,872 0,866
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Pg -
12

Pg -
15

Pg -
16

Pg -
17

Pg- Pg-
19 20

Pg -
21

Pg -
23

Pg -
24

Pg- Pg-
25 26

Ig-792
Ig - 799
Ig - 802
Ig - 806
Ig - 808
Ig - 809
Ig - 822
Ig - 828
Ig - 854
Ig - 860
Ig - 865
lg - 868
Pg-01
Pg - 02
Pg - 03
Pg - 04
Pg - 05
Pg - 06
Pg - 07
Pg-08
Pg- 09
Pg-10
Pg-12
Pg- 15
Pg - 16
Pg - 17
Pg-19
Pg-20
Pg-21
Pg - 23
Pg-24
Pg- 25
Pg - 26
Pg - 27
Pg-28
Pg-31
Pg - 32
Pg-33
Pg - 34
Pg- 35
Pg-41
Pg - 45
Pg - 46
Pg - 47
Pg - 48

0,685
0,624
0,604
0,835
0,636
0,764
0,770
0,794
0,642
0,846
0,684
0,630
0,914
0,936
0,921
0,929
0,944
0,944
0,913
0,741
0,937
0,944
1,000
0,937
0,951
0,928
0,872
0,912
0,929
0,958
0,952
0,787
0,937
0,816
0,904
0,879
0,844
0,554
0,679
0,879
0,754
0,866
0,897
0,896
0,879

0,719
0,696
0,624
0,846
0,655
0,825
0,800
0,822
0,696
0,857
0,718
0,685
0,951
0,958
0,944
0,951
0,966
0,952
0,936
0,739
0,959
0,966
0,937
1,000
0,973
0,936
0,882
0,921
0,951
0,980
0,986
0,800
0,959
0,813
0,899
0,874
0,840
0,577
0,679
0,874
0,752
0,905
0,921
0,905
0,889

0,702
0,679
0,624
0,862
0,655
0,810
0,800
0,837
0,679
0,857
0,718
0,667
0,937
0,944
0,930
0,937
0,966
0,952
0,922
0,756
0,959
0,966
0,951
0,973
1,000
0,950
0,897
0,921
0,951
0,966
0,973
0,800
0,959
0,844
0,899
0,874
0,855
0,596
0,661
0,874
0,735
0,905
0,921
0,905
0,874

0,642
0,636
0,577
0,848
0,629
0,760
0,750
0,806
0,654
0,844
0,661
0,642
0,913
0,921
0,905
0,899
0,944
0,943
0,897
0,789
0,936
0,930
0,928
0,936
0,950
1,000
0,885
0,940
0,928
0,944
0,937
0,800
0,936
0,862
0,902
0,877
0,857
0,586
0,636
0,877
0,679
0,894
0,925
0,909
0,892

0,635 0,636
0,647 0,648
0,667 0,588
0,817 0,829
0,660 0,602
0,776 0,773
0,765 0,746
0,824 0,787
0,647 0,648
0,797 0,825
0,729 0,673
0,673 0,635
0,872 0,882
0,866 0,905
0,864 0,874
0,857 0,882
0,905 0,914
0,904 0,899
0,855 0,910
0,716 0,732
0,897 0,906
0,891 0,914
0,872 0,912
0,882 0,921
0,897 0,921
0,885 0,940
1,000 0,899
0,899 1,000
0,917 0,956
0,891 0,929
0,899 0,922
0,730 0,814
0,882 0,921
0,831 0,843
0,844 0,870
0,800 0,844
0,777 0,823
0,617 0,577
0,588 0,610
0,816 0,844
0,710 0,691
0,835 0,846
0,853 0,864
0,819 0,862
0,816 0,844

0,685
0,661
0,604
0,835
0,617
0,797
0,787
0,810
0,661
0,862
0,702
0,648
0,914
0,922
0,906
0,914
0,944
0,930
0,928
0,724
0,937
0,944
0,929
0,951
0,951
0,928
0,917
0,956
1,000
0,944
0,952
0,787
0,937
0,848
0,874
0,848
0,828
0,594
0,679
0,848
0,719
0,866
0,882
0,866
0,848

0,696
0,673
0,636
0,855
0,649
0,819
0,810
0,831
0,690
0,866
0,729
0,661
0,958
0,966
0,951
0,958
0,973
0,959
0,930
0,750
0,966
0,973
0,958
0,980
0,966
0,944
0,891
0,929
0,944
1,000
0,993
0,825
0,966
0,837
0,921
0,897
0,848
0,571
0,673
0,897
0,729
0,899
0,914
0,913
0,912

0,707
0,684
0,649
0,848
0,661
0,828
0,819
0,840
0,684
0,874
0,739
0,673
0,966
0,973
0,958
0,966
0,980
0,966
0,937
0,744
0,973
0,980
0,952
0,986
0,973
0,937
0,899
0,922
0,952
0,993
1,000
0,819
0,973
0,831
0,914
0,891
0,857
0,585
0,684
0,891
0,739
0,906
0,922
0,906
0,905

0,581 0,684
0,571 0,679
0,545 0,624
0,771 0,862
0,562 0,655
0,705 0,794
0,692 0,800
0,685 0,853
0,571 0,661
0,679 0,857
0,625 0,718
0,600 0,685
0,787 0,937
0,846 0,944
0,793 0,930
0,803 0,937
0,794 0,966
0,790 0,952
0,783 0,936
0,612 0,756
0,800 0,959
0,810 0,966
0,787 0,937
0,800 0,959
0,800 0,959
0,800 0,936
0,730 0,882
0,814 0,921
0,787 0,937
0,825 0,966
0,819 0,973
1,000 0,816
0,816 1,000
0,766 0,844
0,786 0,913
0,772 0,889
0,782 0,855
0,506 0,577
0,549 0,661
0,737 0,889
0,604 0,701
0,707 0,891
0,746 0,906
0,741 0,891
0,789 0,904
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Pg -
12

Pg -
15

Pg -
16

Pg -
17

Pg- Pg-
19 20

Pg -
21

Pg -
23

Pg -
24

Pg- Pg-
25 26

Pg - 50
Pg-51
Pg - 52
Pg-53
Pg - 54
Pg - 55
Pg - 56
Pg - 57
Pg-58
Pg - 59
Pg - 60
Pg-61
Pg - 62
Pg - 63
Pg - 64
Pg - 65
Pg - 67
Pg - 68
Pg - 69
Pg-70
Pg-71
Pg-72
Pg-73
Pg-74
Pg - 75

0,630
0,697
0,787
0,714
0,780
0,709
0,866
0,899
0,921
0,881
0,769
0,864
0,872
0,896
0,855
0,661
0,739
0,729
0,825
0,696
0,685
0,841
0,691
0,746
0,831

0,649
0,679
0,800
0,713
0,777
0,690
0,891
0,922
0,944
0,891
0,750
0,874
0,882
0,891
0,881
0,696
0,770
0,777
0,853
0,678
0,684
0,822
0,708
0,760
0,857

0,631
0,661
0,800
0,713
0,777
0,690
0,891
0,922
0,944
0,905
0,750
0,889
0,882
0,891
0,866
0,696
0,770
0,777
0,837
0,713
0,702
0,837
0,690
0,760
0,857

0,679
0,710
0,767
0,764
0,793
0,685
0,864
0,897
0,920
0,879
0,748
0,862
0,870
0,879
0,853
0,709
0,752
0,741
0,823
0,655
0,679
0,871
0,648
0,741
0,859

0,634 0,635
0,667 0,686
0,783 0,729
0,705 0,759
0,721 0,789
0,660 0,679
0,819 0,831
0,885 0,866
0,879 0,889
0,898 0,846
0,745 0,726
0,864 0,813
0,905 0,837
0,866 0,846
0,839 0,835
0,629 0,648
0,750 0,765
0,739 0,737
0,790 0,803
0,705 0,667
0,692 0,692
0,840 0,869
0,660 0,642
0,757 0,702
0,846 0,825

0,648
0,679
0,787
0,750
0,797
0,709
0,866
0,899
0,921
0,881
0,735
0,848
0,887
0,881
0,870
0,643
0,773
0,746
0,841
0,696
0,685
0,873
0,673
0,763
0,846

0,679
0,673
0,794
0,707
0,754
0,667
0,899
0,930
0,937
0,899
0,760
0,882
0,891
0,899
0,874
0,724
0,780
0,770
0,846
0,690
0,713
0,846
0,684
0,754
0,866

0,673
0,667
0,803
0,701
0,764
0,678
0,906
0,937
0,944
0,906
0,754
0,891
0,899
0,906
0,882
0,718
0,774
0,780
0,855
0,701
0,707
0,840
0,696
0,764
0,874

0,667 0,685
0,593 0,679
0,654 0,784
0,660 0,713
0,700 0,760
0,587 0,708
0,724 0,891
0,767 0,922
0,793 0,930
0,707 0,905
0,646 0,783
0,719 0,874
0,713 0,882
0,793 0,891
0,743 0,866
0,681 0,713
0,653 0,803
0,720 0,777
0,759 0,837
0,553 0,696
0,624 0,702
0,741 0,822
0,565 0,673
0,620 0,744
0,732 0,857
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Pg -
27

Pg -
28

Pg -
31

Pg -
32

Pg -
33 34

Pg -
35

Pg -
41

Pg -
45

Pg- Pg-
46 47

Ig-792
Ig - 799
Ig - 802
Ig - 806
Ig - 808
Ig - 809
Ig - 822
Ig - 828
Ig - 854
Ig - 860
Ig - 865
lg - 868
Pg-01
Pg - 02
Pg - 03
Pg - 04
Pg - 05
Pg - 06
Pg - 07
Pg-08
Pg- 09
Pg-10
Pg-12
Pg- 15
Pg - 16
Pg - 17
Pg-19
Pg-20
Pg-21
Pg - 23
Pg-24
Pg- 25
Pg - 26
Pg - 27
Pg-28
Pg-31
Pg - 32
Pg-33
Pg - 34
Pg- 35
Pg-41
Pg - 45
Pg - 46
Pg - 47
Pg - 48

0,542
0,553
0,527
0,804
0,565
0,722
0,673
0,721
0,574
0,713
0,606
0,581
0,784
0,825
0,774
0,784
0,822
0,819
0,780
0,673
0,813
0,822
0,816
0,813
0,844
0,862
0,831
0,843
0,848
0,837
0,831
0,766
0,844
1,000
0,817
0,769
0,779
0,535
0,574
0,803
0,606
0,773
0,777
0,773
0,769

0,642
0,635
0,614
0,836
0,627
0,780
0,752
0,760
0,654
0,800
0,716
0,641
0,904
0,897
0,910
0,904
0,921
0,934
0,902
0,739
0,899
0,906
0,904
0,899
0,899
0,902
0,844
0,870
0,874
0,921
0,914
0,786
0,913
0,817
1,000
0,945
0,797
0,563
0,654
0,945
0,697
0,853
0,870
0,884
0,882

0,621
0,614
0,571
0,790
0,586
0,713
0,737
0,729
0,614
0,820
0,679
0,600
0,879
0,872
0,885
0,924
0,897
0,910
0,892
0,722
0,904
0,912
0,879
0,874
0,874
0,877
0,800
0,844
0,848
0,897
0,891
0,772
0,889
0,769
0,945
1,000
0,800
0,559
0,673
0,919
0,679
0,825
0,844
0,857
0,919

0,566
0,557
0,553
0,730
0,589
0,667
0,691
0,719
0,577
0,746
0,627
0,583
0,844
0,868
0,850
0,828
0,864
0,862
0,825
0,712
0,855
0,848
0,844
0,840
0,855
0,857
0,777
0,823
0,828
0,848
0,857
0,782
0,855
0,779
0,797
0,800
1,000
0,517
0,536
0,800
0,706
0,770
0,823
0,787
0,800

0,639 0,575
0,686 0,513
0,657 0,507
0,614 0,604
0,706 0,500
0,643 0,652
0,627 0,615
0,621 0,589
0,714 0,564
0,549 0,687
0,667 0,530
0,696 0,519
0,614 0,661
0,588 0,673
0,620 0,667
0,574 0,697
0,590 0,690
0,602 0,703
0,545 0,692
0,597 0471
0,577 0,679
0,571 0,673
0,554 0,679
0,577 0,679
0,596 0,661
0,586 0,636
0,617 0,588
0,577 0,610
0,594 0,679
0,571 0,673
0,585 0,684
0,506 0,549
0,577 0,661
0,535 0,574
0,563 0,654
0,559 0,673
0,517 0,536
1,000 0,486
0,486 1,000
0,559 0,614
0,453 0,506
0,568 0,602
0,577 0,629
0,547 0,602
0,538 0,673

0,641
0,653
0,612
0,824
0,626
0,765
0,719
0,746
0,653
0,787
0,698
0,640
0,894
0,872
0,901
0,879
0,897
0,910
0,877
0,704
0,874
0,882
0,879
0,874
0,874
0,877
0,816
0,844
0,848
0,897
0,891
0,737
0,889
0,803
0,945
0,919
0,800
0,559
0,614
1,000
0,660
0,841
0,844
0,857
0,871

0,588
0,554
0,550
0,614
0,617
0,619
0,646
0,620
0,554
0,654
0,636
0,585
0,684
0,730
0,690
0,737
0,712
0,707
0,714
0,511
0,735
0,746
0,754
0,752
0,735
0,679
0,710
0,691
0,719
0,729
0,739
0,604
0,701
0,606
0,697
0,679
0,706
0,453
0,506
0,660
1,000
0,648
0,673
0,648
0,642

0,686
0,680
0,640
0,810
0,653
0,769
0,776
0,833
0,699
0,790
0,741
0,667
0,866
0,889
0,857
0,881
0,899
0,897
0,864
0,745
0,891
0,899
0,866
0,905
0,905
0,894
0,835
0,846
0,866
0,899
0,906
0,707
0,891
0,773
0,853
0,825
0,770
0,568
0,602
0,841
0,648
1,000
0,954
0,969
0,825

0,692 0,686
0,667 0,660
0,627 0,620
0,846 0,826
0,660 0,634
0,773 0,752
0,780 0,776
0,820 0,800
0,705 0,699
0,810 0,790
0,709 0,722
0,673 0,647
0,897 0,866
0,920 0,904
0,904 0,872
0,897 0,896
0,929 0,899
0,942 0,912
0,881 0,879
0,786 0,782
0,921 0,891
0,914 0,899
0,897 0,896
0,921 0,905
0,921 0,905
0,925 0,909
0,853 0,819
0,864 0,862
0,882 0,866
0,914 0,913
0,922 0,906
0,746 0,741
0,906 0,891
0,777 0,773
0,870 0,884
0,844 0,857
0,823 0,787
0,577 0,547
0,629 0,602
0,844 0,857
0,673 0,648
0,954 0,969
1,000 0,969
0,969 1,000
0,859 0,857
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Isol.

Similaridades genéticas

Pg -
27

Pg -
28

Pg -
31

Pg -
32

33

Pg -
34

Pg -
35

Pg -
41

Pg -
45

Pg- Pg-
46 47

Pg - 50
Pg-51
Pg - 52
Pg-53
Pg - 54
Pg - 55
Pg - 56
Pg - 57
Pg-58
Pg - 59
Pg - 60
Pg-61
Pg - 62
Pg - 63
Pg - 64
Pg - 65
Pg - 67
Pg - 68
Pg - 69
Pg-70
Pg-71
Pg-72
Pg-73
Pg-74
Pg - 75

0,645
0,681
0,748
0,722
0,718
0,632
0,739
0,797
0,806
0,807
0,686
0,786
0,814
0,790
0,759
0,639
0,750
0,718
0,739
0,598
0,667
0,793
0,526
0,699
0,835

0,699
0,692
0,786
0,710
0,726
0,648
0,837
0,872
0,866
0,868
0,750
0,866
0,859
0,868
0,857
0,692
0,772
0,743
0,793
0,673
0,679
0,810
0,629
0,761
0,832

0,640
0,693
0,772
0,750
0,727
0,627
0,825
0,862
0,855
0,825
0,697
0,839
0,848
0,841
0,846
0,712
0,703
0,691
0,797
0,654
0,660
0,780
0,608
0,764
0,787

0,688
0,639
0,727
0,720
0,755
0,633
0,787
0,841
0,835
0,787
0,648
0,783
0,777
0,820
0,773
0,660
0,692
0,660
0,737
0,620
0,606
0,754
0,571
0,717
0,797

0,522
0,486
0,554
0,548
0,532
0,507
0,611
0,586
0,600
0,632
0,513
0,602
0,638
0,547
0,565
0,301
0,475
0,532
0,575
0,466
0,444
0,598
0,704
0,532
0,593

0,468
0,538
0,593
0,519
0,621
0,582
0,621
0,617
0,648
0,660
0,605
0,634
0,627
0,621
0,640
0,494
0,568
0,437
0,589
0,543
0,475
0,611
0,557
0,621
0,626

0,660
0,653
0,754
0,712
0,709
0,627
0,825
0,877
0,840
0,857
0,752
0,855
0,848
0,810
0,846
0,712
0,757
0,691
0,746
0,635
0,621
0,763
0,627
0,727
0,836

0,585
0,651
0,771
0,628
0,696
0,619
0,648
0,696
0,708
0,685
0,571
0,717
0,692
0,722
0,686
0,465
0,624
0,587
0,640
0,581
0,565
0,600
0,619
0,717
0,635

0,608
0,660
0,759
0,660
0,696
0,635
0,844
0,879
0,887
0,844
0,685
0,857
0,850
0,844
0,848
0,679
0,690
0,750
0,783
0,642
0,629
0,817
0,692
0,732
0,839

0,654 0,647
0,686 0,699
0,797 0,776
0,722 0,698
0,754 0,714
0,679 0,654
0,862 0,844
0,881 0,864
0,919 0,887
0,862 0,828
0,708 0,685
0,859 0,841
0,868 0,835
0,877 0,844
0,850 0,832
0,685 0,679
0,696 0,708
0,754 0,732
0,820 0,800
0,667 0,660
0,636 0,629
0,852 0,850
0,717 0,692
0,772 0,750
0,857 0,823
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Isol.

Similaridades genéticas

Pg -
48

Pg -
50

Pg -
51

Pg -
52

Pg- Pg-
53 54

Pg -
55

Pg -
56

Pg -
57

Pg- Pg-
58 59

Ig-792
Ig - 799
Ig - 802
Ig - 806
Ig - 808
Ig - 809
Ig - 822
Ig - 828
Ig - 854
Ig - 860
Ig - 865
lg - 868
Pg-01
Pg - 02
Pg - 03
Pg - 04
Pg - 05
Pg - 06
Pg - 07
Pg-08
Pg- 09
Pg-10
Pg-12
Pg- 15
Pg - 16
Pg - 17
Pg-19
Pg-20
Pg-21
Pg - 23
Pg-24
Pg- 25
Pg - 26
Pg - 27
Pg-28
Pg-31
Pg - 32
Pg-33
Pg - 34
Pg- 35
Pg-41
Pg - 45
Pg - 46
Pg - 47
Pg - 48

0,621
0,614
0,592
0,807
0,606
0,748
0,737
0,763
0,653
0,803
0,679
0,640
0,894
0,887
0,901
0,939
0,897
0,910
0,892
0,704
0,919
0,912
0,879
0,889
0,874
0,892
0,816
0,844
0,848
0,912
0,905
0,789
0,904
0,769
0,882
0,919
0,800
0,538
0,673
0,871
0,642
0,825
0,859
0,857
1,000

0,557
0,545
0,541
0,632
0,587
0,615
0,600
0,596
0,597
0,592
0,634
0,579
0,704
0,697
0,710
0,630
0,679
0,691
0,642
0,619
0,649
0,643
0,630
0,649
0,631
0,679
0,634
0,635
0,648
0,679
0,673
0,667
0,685
0,645
0,699
0,640
0,688
0,522
0,468
0,660
0,585
0,608
0,654
0,647
0,660

0,550
0,487
0,507
0,646
0,553
0,500
0,549
0,547
0,513
0,626
0,530
0,545
0,624
0,673
0,630
0,679
0,673
0,685
0,692
0,635
0,679
0,673
0,697
0,679
0,661
0,710
0,667
0,686
0,679
0,673
0,667
0,593
0,679
0,681
0,692
0,693
0,639
0,486
0,538
0,653
0,651
0,660
0,686
0,699
0,673

0,688
0,637
0,636
0,734
0,674
0,667
0,712
0,667
0,637
0,696
0,688
0,622
0,754
0,797
0,760
0,803
0,794
0,806
0,783
0,673
0,800
0,810
0,787
0,800
0,800
0,767
0,783
0,729
0,787
0,794
0,803
0,654
0,784
0,748
0,786
0,772
0,727
0,554
0,593
0,754
0,771
0,759
0,797
0,776
0,737

0,602 0,584
0,568 0,552
0,538 0,524
0,707 0,724
0,582 0,588
0,568 0,614
0,596 0,600
0,592 0,635
0,568 0,529
0,608 0,685
0,558 0,543
0,575 0,558
0,714 0,746
0,726 0,790
0,721 0,752
0,696 0,746
0,724 0,770
0,737 0,767
0,727 0,793
0,682 0,660
0,713 0,777
0,707 0,770
0,714 0,780
0,713 0,777
0,713 0,777
0,764 0,793
0,705 0,721
0,759 0,789
0,750 0,797
0,707 0,754
0,701 0,764
0,660 0,700
0,713 0,760
0,722 0,718
0,710 0,726
0,750 0,727
0,720 0,755
0,548 0,532
0,519 0,621
0,712 0,709
0,628 0,696
0,660 0,696
0,722 0,754
0,698 0,714
0,712 0,709

0,568
0,532
0,526
0,639
0,571
0,581
0,543
0,625
0,532
0,580
0,500
0,564
0,673
0,667
0,679
0,655
0,702
0,696
0,704
0,605
0,690
0,684
0,709
0,690
0,690
0,685
0,660
0,679
0,709
0,667
0,678
0,587
0,708
0,632
0,648
0,627
0,633
0,507
0,582
0,627
0,619
0,635
0,679
0,654
0,647

0,667
0,641
0,620
0,777
0,614
0,769
0,741
0,800
0,660
0,887
0,685
0,627
0,925
0,889
0,917
0,881
0,913
0,897
0,864
0,709
0,920
0,913
0,866
0,891
0,891
0,864
0,819
0,831
0,866
0,899
0,906
0,724
0,891
0,739
0,837
0,825
0,787
0,611
0,621
0,825
0,648
0,844
0,862
0,844
0,841

0,624
0,617
0,615
0,816
0,610
0,777
0,750
0,823
0,636
0,859
0,696
0,623
0,913
0,906
0,905
0,928
0,944
0,929
0,897
0,737
0,950
0,944
0,899
0,922
0,922
0,897
0,885
0,866
0,899
0,930
0,937
0,767
0,922
0,797
0,872
0,862
0,841
0,586
0,617
0,877
0,696
0,879
0,881
0,864
0,877

0,673 0,705
0,648 0,699
0,610 0,700
0,857 0,843
0,660 0,733
0,787 0,803
0,760 0,793
0,832 0,817
0,667 0,718
0,868 0,823
0,690 0,778
0,673 0,745
0,921 0,910
0,914 0,874
0,913 0,902
0,921 0,866
0,951 0,913
0,936 0,912
0,891 0,864
0,730 0,691
0,958 0,905
0,951 0,899
0,921 0,881
0,944 0,891
0,944 0,905
0,920 0,879
0,879 0,898
0,889 0,846
0,921 0,881
0,937 0,899
0,944 0,906
0,793 0,707
0,930 0,905
0,806 0,807
0,866 0,868
0,855 0,825
0,835 0,787
0,600 0,632
0,648 0,660
0,840 0,857
0,708 0,685
0,887 0,844
0,919 0,862
0,887 0,828
0,870 0,841
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“TABELA 2A, Cont.”

Isol.

Similaridades genéticas

Pg -
48

Pg -
50

Pg -
51

Pg -
52

Pg- Pg-
53 54

Pg -
55

Pg -
56

Pg -
57

Pg- Pg-
58 59

Pg - 50
Pg-51
Pg - 52
Pg-53
Pg - 54
Pg - 55
Pg - 56
Pg - 57
Pg-58
Pg - 59
Pg - 60
Pg-61
Pg - 62
Pg - 63
Pg - 64
Pg - 65
Pg - 67
Pg - 68
Pg - 69
Pg-70
Pg-71
Pg-72
Pg-73
Pg-74
Pg - 75

0,660
0,673
0,737
0,712
0,709
0,647
0,841
0,877
0,870
0,841
0,734
0,855
0,848
0,841
0,829
0,769
0,721
0,709
0,831
0,673
0,680
0,780
0,627
0,745
0,787

1,000
0,701
0,733
0,700
0,628
0,590
0,627
0,623
0,617
0,667
0,588
0,660
0,673
0,647
0,606
0,600
0,621
0,605
0,574
0,375
0,481
0,660
0,538
0,674
0,633

0,701
1,000
0,857
0,840
0,782
0,734
0,563
0,636
0,667
0,641
0,535
0,653
0,647
0,680
0,620
0,494
0,591
0,598
0,589
0,444
0,475
0,653
0,532
0,851
0,606

0,733
0,857
1,000
0,809
0,780
0,717
0,690
0,750
0,777
0,759
0,586
0,772
0,783
0,793
0,726
0,574
0,673
0,720
0,685
0,574
0,559
0,722
0,630
0,940
0,732

0,700 0,628
0,840 0,782
0,809 0,780
1,000 0,844
0,844 1,000
0,732 0,773
0,623 0,696
0,636 0,707
0,703 0,769
0,660 0,696
0,584 0,611
0,673 0,673
0,705 0,685
0,698 0,714
0,680 0,679
0,571 0,556
0,615 0,577
0,644 0,688
0,653 0,692
0,452 0,489
0,530 0,539
0,694 0,712
0,561 0,568
0,822 0,771
0,667 0,667

0,590
0,734
0,717
0,732
0,773
1,000
0,615
0,611
0,679
0,654
0,621
0,627
0,660
0,673
0,594
0,488
0,539
0,636
0,646
0,512
0,519
0,646
0,575
0,705
0,620

0,627
0,563
0,690
0,623
0,696
0,615
1,000
0,879
0,887
0,859
0,739
0,873
0,866
0,844
0,848
0,698
0,726
0,732
0,833
0,698
0,686
0,800
0,692
0,661
0,823

0,623
0,636
0,750
0,636
0,707
0,611
0,879
1,000
0,920
0,879
0,713
0,892
0,901
0,894
0,899
0,691
0,735
0,707
0,823
0,673
0,642
0,790
0,648
0,724
0,859

0,617 0,667
0,667 0,641
0,777 0,759
0,703 0,660
0,769 0,696
0,679 0,654
0,887 0,859
0,920 0,879
1,000 0,887
0,887 1,000
0,724 0,847
0,870 0,921
0,894 0,882
0,902 0,859
0,877 0,832
0,667 0,660
0,729 0,796
0,752 0,679
0,832 0,783
0,721 0,736
0,709 0,686
0,832 0,800
0,697 0,731
0,769 0,732
0,853 0,855
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Similaridades genéticas

Pg -
60

Pg -
61

Pg -
62

Pg -
63

Pg- Pg-
64 65

Pg -
67

Pg -
68

Pg -
69

Pg- Pg-
70 71

Ig-792
Ig - 799
Ig - 802
Ig - 806
Ig - 808
Ig - 809
Ig - 822
Ig - 828
Ig - 854
Ig - 860
Ig - 865
lg - 868
Pg-01
Pg - 02
Pg - 03
Pg - 04
Pg - 05
Pg - 06
Pg - 07
Pg-08
Pg- 09
Pg-10
Pg-12
Pg- 15
Pg - 16
Pg - 17
Pg-19
Pg-20
Pg-21
Pg - 23
Pg-24
Pg- 25
Pg - 26
Pg - 27
Pg-28
Pg-31
Pg - 32
Pg-33
Pg - 34
Pg- 35
Pg-41
Pg - 45
Pg - 46
Pg - 47
Pg - 48

0,659
0,628
0,578
0,788
0,643
0,740
0,667
0,738
0,651
0,654
0,615
0,682
0,786
0,729
0,776
0,701
0,777
0,773
0,748
0,559
0,750
0,744
0,769
0,750
0,750
0,748
0,745
0,726
0,735
0,760
0,754
0,646
0,783
0,686
0,750
0,697
0,648
0,513
0,605
0,752
0,571
0,685
0,708
0,685
0,734

0,680
0,653
0,694
0,790
0,687
0,783
0,754
0,780
0,673
0,803
0,755
0,680
0,894
0,872
0,885
0,879
0,897
0,896
0,846
0,667
0,904
0,897
0,864
0,874
0,889
0,862
0,864
0,813
0,848
0,882
0,891
0,719
0,874
0,786
0,866
0,839
0,783
0,602
0,634
0,855
0,717
0,857
0,859
0,841
0,855

0,635
0,608
0,626
0,800
0,640
0,793
0,730
0,790
0,647
0,813
0,692
0,634
0,902
0,866
0,894
0,872
0,920
0,919
0,840
0,716
0,912
0,905
0,872
0,882
0,882
0,870
0,905
0,837
0,887
0,891
0,899
0,713
0,882
0,814
0,859
0,848
0,777
0,638
0,627
0,848
0,692
0,850
0,868
0,835
0,848

0,648
0,583
0,600
0,793
0,614
0,752
0,741
0,783
0,621
0,806
0,667
0,608
0,881
0,874
0,872
0,881
0,913
0,912
0,848
0,709
0,920
0,913
0,896
0,891
0,891
0,879
0,866
0,846
0,881
0,899
0,906
0,793
0,891
0,790
0,868
0,841
0,820
0,547
0,621
0,810
0,722
0,844
0,877
0,844
0,841

0,627 0,506
0,600 0,519
0,598 0,487
0,780 0,646
0,592 0,481
0,772 0,568
0,726 0,638
0,769 0,633
0,620 0,494
0,810 0,667
0,667 0,558
0,606 0,500
0,870 0,732
0,848 0,726
0,862 0,721
0,870 0,714
0,904 0,724
0,902 0,719
0,853 0,691
0,692 0,568
0,896 0,713
0,889 0,707
0,855 0,661
0,881 0,696
0,866 0,696
0,853 0,709
0,839 0,629
0,835 0,648
0,870 0,643
0,874 0,724
0,882 0,718
0,743 0,681
0,866 0,713
0,759 0,639
0,857 0,692
0,846 0,712
0,773 0,660
0,565 0,301
0,640 0,494
0,846 0,712
0,686 0,465
0,848 0,679
0,850 0,685
0,832 0,679
0,829 0,769

0,622
0,614
0,588
0,736
0,605
0,745
0,693
0,724
0,614
0,679
0,688
0,644
0,739
0,733
0,729
0,739
0,764
0,760
0,769
0,589
0,754
0,764
0,739
0,770
0,770
0,752
0,750
0,765
0,773
0,780
0,774
0,653
0,803
0,750
0,772
0,703
0,692
0,475
0,568
0,757
0,624
0,690
0,696
0,708
0,721

0,629
0,621
0,595
0,724
0,612
0,673
0,680
0,673
0,575
0,648
0,652
0,628
0,763
0,756
0,752
0,746
0,754
0,733
0,724
0,660
0,744
0,754
0,729
0,777
0,777
0,741
0,739
0,737
0,746
0,770
0,780
0,720
0,777
0,718
0,743
0,691
0,660
0,532
0,437
0,691
0,587
0,750
0,754
0,732
0,709

0,660
0,632
0,587
0,779
0,581
0,752
0,759
0,786
0,632
0,776
0,640
0,638
0,841
0,850
0,848
0,857
0,846
0,859
0,839
0,706
0,868
0,862
0,825
0,853
0,837
0,823
0,790
0,803
0,841
0,846
0,855
0,759
0,837
0,739
0,793
0,797
0,737
0,575
0,589
0,746
0,640
0,783
0,820
0,800
0,831

0,554 0,537
0,568 0,550
0,590 0,494
0,667 0,673
0,557 0,538
0,611 0,574
0,681 0,667
0,633 0,639
0,543 0,500
0,706 0,693
0,605 0,565
0,575 0,582
0,679 0,703
0,673 0,679
0,685 0,691
0,732 0,703
0,707 0,713
0,702 0,690
0,709 0,661
0,545 0,529
0,730 0,719
0,724 0,713
0,696 0,685
0,678 0,684
0,713 0,702
0,655 0,679
0,705 0,692
0,667 0,692
0,696 0,685
0,690 0,713
0,701 0,707
0,553 0,624
0,696 0,702
0,598 0,667
0,673 0,679
0,654 0,660
0,620 0,606
0,466 0,444
0,543 0,475
0,635 0,621
0,581 0,565
0,642 0,629
0,667 0,636
0,660 0,629
0,673 0,680
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“TABELA 2A, Cont.”

Isol.

Similaridades genéticas

Pg -
60

Pg -
61

Pg -
62

Pg -
63

Pg- Pg-
64 65

Pg -
67

Pg -
68

Pg -
69

Pg- Pg-
70 71

Pg - 50
Pg-51
Pg - 52
Pg-53
Pg - 54
Pg - 55
Pg - 56
Pg - 57
Pg-58
Pg - 59
Pg - 60
Pg-61
Pg - 62
Pg - 63
Pg - 64
Pg - 65
Pg - 67
Pg - 68
Pg - 69
Pg-70
Pg-71
Pg-72
Pg-73
Pg-74
Pg - 75

0,588
0,535
0,586
0,584
0,611
0,621
0,739
0,713
0,724
0,847
1,000
0,771
0,745
0,739
0,722
0,629
0,708
0,568
0,680
0,584
0,614
0,680
0,690
0,547
0,748

0,660
0,653
0,772
0,673
0,673
0,627
0,873
0,892
0,870
0,921
0,771
1,000
0,928
0,889
0,894
0,692
0,757
0,673
0,763
0,692
0,680
0,746
0,686
0,764
0,852

0,673
0,647
0,783
0,705
0,685
0,660
0,866
0,901
0,894
0,882
0,745
0,928
1,000
0,913
0,919
0,648
0,714
0,703
0,790
0,648
0,654
0,790
0,660
0,757
0,894

0,647
0,680
0,793
0,698
0,714
0,673
0,844
0,894
0,902
0,859
0,739
0,889
0,913
1,000
0,912
0,660
0,726
0,732
0,833
0,660
0,667
0,817
0,654
0,786
0,887

0,606 0,600
0,620 0,494
0,726 0,574
0,680 0,571
0,679 0,556
0,594 0,488
0,848 0,698
0,899 0,691
0,877 0,667
0,832 0,660
0,722 0,629
0,894 0,692
0,919 0,648
0,912 0,660
1,000 0,680
0,680 1,000
0,727 0,593
0,679 0,667
0,803 0,633
0,641 0,476
0,627 0,602
0,769 0,592
0,653 0,463
0,734 0,578
0,909 0,647

0,621
0,591
0,673
0,615
0,577
0,539
0,726
0,735
0,729
0,796
0,708
0,757
0,714
0,726
0,727
0,593
1,000
0,619
0,648
0,681
0,644
0,648
0,562
0,660
0,752

0,605
0,598
0,720
0,644
0,688
0,636
0,732
0,707
0,752
0,679
0,568
0,673
0,703
0,732
0,679
0,667
0,619
1,000
0,712
0,533
0,652
0,654
0,591
0,667
0,685

0,574
0,589
0,685
0,653
0,692
0,646
0,833
0,823
0,832
0,783
0,680
0,763
0,790
0,833
0,803
0,633
0,648
0,712
1,000
0,653
0,660
0,857
0,667
0,673
0,793

0,375 0,481
0,444 0475
0574 0,559
0452 0,530
0,489 0,539
0512 0519
0,698 0,686
0,673 0,642
0,721 0,709
0,736 0,686
0584 0,614
0,692 0,680
0,648 0,654
0,660 0,667
0,641 0,627
0,476 0,602
0,681 0,644
0533 0,652
0,653 0,660
1,000 0,771
0,771 1,000
0,653 0,619
0561 0,494
0,600 0,539
0,667 0,634
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“TABELA 2A, Cont.”

Isol.

Similaridades genéticas

Pg -
72

Pg -
73

Pg -
74

Pg -
75

Ig-792
Ig- 799
Ig - 802
Ig - 806
Ig - 808
Ig - 809
Ig - 822
Ig - 828
Ig - 854
Ig - 860
Ig - 865
lg - 868
Pg-01
Pg - 02
Pg - 03
Pg - 04
Pg - 05
Pg - 06
Pg - 07
Pg-08
Pg - 09
Pg-10
Pg-12
Pg- 15
Pg - 16
Pg - 17
Pg-19
Pg-20
Pg-21
Pg - 23
Pg-24
Pg- 25
Pg - 26
Pg - 27
Pg-28
Pg-31
Pg - 32
Pg-33
Pg - 34
Pg- 35
Pg-41
Pg - 45
Pg - 46
Pg - 47
Pg - 48

0,619
0,611
0,587
0,796
0,581
0,734
0,741
0,786
0,653
0,793
0,640
0,596
0,810
0,835
0,816
0,810
0,846
0,859
0,806
0,745
0,837
0,831
0,841
0,822
0,837
0,871
0,840
0,869
0,873
0,846
0,840
0,741
0,822
0,793
0,810
0,780
0,754
0,598
0,611
0,763
0,600
0,817
0,852
0,850
0,780

0,889
0,861
0,789
0,722
0,831
0,710
0,804
0,771
0,861
0,620
0,810
0,821
0,709
0,703
0,716
0,673
0,684
0,696
0,667
0,581
0,673
0,667
0,691
0,708
0,690
0,648
0,660
0,642
0,673
0,684
0,696
0,565
0,673
0,526
0,629
0,608
0,571
0,704
0,557
0,627
0,619
0,692
0,717
0,692
0,627

0,652
0,598
0,643
0,724
0,659
0,653
0,680
0,654
0,644
0,685
0,674
0,605
0,729
0,756
0,735
0,780
0,770
0,783
0,759
0,660
0,777
0,770
0,746
0,760
0,760
0,741
0,757
0,702
0,763
0,754
0,764
0,620
0,744
0,699
0,761
0,764
0,717
0,532
0,621
0,727
0,717
0,732
0,772
0,750
0,745

0,614
0,606
0,604
0,821
0,619
0,814
0,732
0,776
0,646
0,783
0,654
0,633
0,862
0,855
0,853
0,831
0,896
0,894
0,813
0,736
0,872
0,866
0,831
0,857
0,857
0,859
0,846
0,825
0,846
0,866
0,874
0,732
0,857
0,835
0,832
0,787
0,797
0,593
0,626
0,836
0,635
0,839
0,857
0,823
0,787
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“TABELA 2A, Cont.”

Similaridades genéticas

ISOI Pg - Pg - Pg - Pg -
72 73 74 75

Pg-50 | 0,660 0,538 0,674 0,633
Pg-51 0653 0,532 0,851 0,606
Pg-52 | 0,722 0,630 0,940 0,732
Pg-53 | 0,694 0,561 0,822 0,667
Pg-54 0,712 0,568 0,771 0,667
Pg-55| 0646 0,575 0,705 0,620
Pg-56 | 0,800 0,692 0,661 0,823
Pg-57 | 0,790 0,648 0,724 0,859
Pg-58 | 0,832 0,697 0,769 0,853
Pg-59 | 0,800 0,731 0,732 0,855
Pg-60 | 0,680 0,690 0,547 0,748
Pg-61| 0,746 0,686 0,764 0,852
Pg-62 | 0,790 0,660 0,757 0,894
Pg-63 | 0,817 0,654 0,786 0,887
Pg-64 | 0,769 0,653 0,734 0,909
Pg-65| 0592 0,463 0,578 0,647
Pg-67 | 0,648 0,562 0,660 0,752
Pg-68 | 0,654 0,591 0,667 0,685
Pg-69 | 0,857 0,667 0,673 0,793
Pg-70| 0653 0,561 0,600 0,667
Pg-710619 0,494 0,539 0,634
Pg-72|1,000 0,667 0,712 0,810
Pg-73| 0,667 1,000 0,614 0,620
Pg-74 0,712 0,614 1,000 0,722
Pg-75]0,810 0,620 0,722 1,000
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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